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AI Človeški organizem se na oksidativni stres, ki poganja sterilno vnetje, odzove z 
mehanizmi prirojene imunosti, ki jih sproži prepoznavanje molekul oziroma 
strukturnih motivov, značilnih za poškodovano tkivo (DAMP). Posledica tega odziva 
je tudi sproščanje stresnih zunajceličnih veziklov (sEV), glavnih akterjev 
medceličnega komuniciranja, preko katerih celice odstranjujejo oksidirane molekule. 
Na ta način lahko usmerjajo tudi pridobljeni imunski odziv v smeri različnih 
efektorskih povezav limfocitov T. Slednje je odvisno predvsem od ustrezne 
aktivacije in zorenja dendritičnih celic. V obsegu magistrske naloge smo zato želeli 
ovrednotiti vpliv sEV na diferenciacijo limfocitov T, predvsem preko IL-23/Th17 
poti. Čeprav endogeni ligandi delujejo preko istih receptorjev kot ligandi pri 
mikrobih, smo ugotovili, da sEV sprožijo drugačen imunski odziv kot LPS, kar 
potrjujejo tudi razlike v njunem signaliziranju. S pomočjo kvantitativnega PCR smo 
določili izražanje mRNA provnetnih citokinov, predvsem I l23, kot tudi drugih 
citokinov, po stimulaciji dendritičnih celic s sEV. Naivne limfocite T CD4+, ki smo 
jih izolirali iz vranice, smo stimulirali s kokulturo dendritičnih celic, ter spremljali 
koncentracijo citokinov IL-17 in IL-2 s testom ELISA. Rezultati raziskave so 
pokazali, da količina citokinov, ki se je izločila iz dendritičnih celic, ni zadostovala 
za uspešno diferenciacijo limfocitov T v tip Th17 in ne v tip Th1. Dodatna stimulacija 
s sEV in daljši čas gojenja v kokulturi sicer privedeta do izločanja IL-17, vendar 
premalo, da bi lahko govorili o uspešni diferenciaciji tipa Th17. Natančen 
molekularni mehanizem delovanja sEV na diferenciacijo limfocitov T tako ostaja 
deloma neraziskan. V prihodnje bodo za njegovo razjasnitev potrebne dodatne 
raziskave, predvsem v smislu aktivacije samega mehanizma, posledic aktivacije v 
odnosu do kroničnih bolezni, ter načinov njegove inhibicije.  
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AB The human body responds to oxidative stress, a driver of sterile inflammation, by 
using the mechanisms of innate immunity, through the recognition of damage-
associated molecular patterns (DAMP). During oxidative stress cells remove 
oxidized molecules by releasing stress derived extracellular vesicles (sEV). sEVs 
mediate intercellular communication. In this way they can also drive adaptive 
immune response in the direction of various T lymphocytes effector cells. The latter 
depends mainly on the account of consistent activation and maturation of dendritic 
cells. In the scope of the master's thesis, we therefore wanted to evaluate the influence 
of sEV on the differentiation of T lymphocytes, especially via the IL-23/Th17 
pathway. Although endogenous ligands act through the same receptors as ligands in 
microbes, they elicited a different immune response, as shown by differences in LPS 
signaling versus sEV. After stimulation of dendritic cells with sEV by using qPCR 
we determined mRNA expression of proinflammatory cytokines, primarily Il23, as 
well as other cytokines. Naive T CD4 + lymphocytes isolated from the spleen were 
stimulated by dendritic cell culture, and the concentration of cytokines IL-17 in IL-2 
was monitored by ELISA. The results of the study showed that the amount of 
cytokines secreted from dendritic cells was not sufficient for successful 
differentiation of T lymphocytes into Th17 type or Th1 type. Repeated stimulation 
with sEV and longer cultivation time in co-culture slightly increased the secretion of 
IL-17, but was not enough to show a successful differentiation of Th17 cells. The 
exact molecular mechanism of action of sEV on T lymphocyte differentiation still 
remains partially unknown. In the future, additional research will be needed to clarify 
this mechanism, especially in terms of its activation, the consequences of activation 
in relation to chronic diseases, and ways to inhibit it. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
APC  antigen predstvavitvena celica 
BCA  test bikinhonske kisline (ang. bicinchoninic acid assay) 
BMDC  celična linija dendritičnih celic, diferenciranih iz celic kostnega mozga (ang. 
bone marrow-derived dendritic cells) 
CD  označevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation) 
cDNA  komplementarna DNA 
DAMP  molekularni motivi, povezani s poškodbami (ang. damage-associated 
molecular patterns) 
DC  dendritična celica 
DMEM  gojišče za celične kulture, iz ang. Dulbecco's modified Eagle's medium  
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
EDTA  etilendiamin tetraocetna kislina 
ELISA  encimsko imunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) 
FACS  sortiranje celic s pretočnim citometrom (ang. fluorescence-activated cell 
sorting) 
FBS  fetalni goveji serum (ang. Fetal Bovine Serum) 
FITC  fluorescein izotiocianat 
GM-CSF granulocitne in monocitne kolonije stimulirajoči faktor 
HEK293  celična linija iz ledvic človeškega embrija (ang. human embryonic kidney) 
HBSS  pufer, iz ang. Hank's balanced salt solution 
HLA-II  poglavitni sistem tkivne skladnosti (ang. human leukocyte antigen class II)  
IKK  inhibitorna kinaza kapa B (ang. IκB kinase) 
IL  interlevkin 
IL-1β  interlevkin-1β 
IFN-γ  interferon-γ 
IRAK  kinaza, povezana z receptorjem IL-1 (ang. IL-1 receptor-associated kinase) 
IRF3  regulatorni dejavnik 3 za interferon (ang. interferon response factor 3)  
Keap1  Kelchu podoben, z enoil-CoA hidratazo povezan protein 1 
MACS  pufer PBS z dodanim govejim serumskim albuminom 
Mal/TIRAP adapterski protein (ang. MyD88-adaptor-like/TIR-domain) 
MAPK  kinaze, ki jih aktivirajo mitogeni 
MD-2  diferenciacijski mieloidni protein 2 (ang. myeloid differentiation protein 2) 
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MHC  poglavitni kompleks tkivne skladnosti (ang. major histocompatibility 
complex) 
MS  multipla skleroza 
MyD88  mieloidni diferenciacijski primarni odgovor 88 (ang. myeloid differentiation 
primary-response protein 88) 
NF-κB   jedrni faktor κB (ang. nuclear factor κB) 
Nrf2  z jedrnim faktorjem eritroid 2 povezan faktor 2 
PL  fosfolipidi 
PAMP  molekularni motivi, povezani s patogeni (ang. pathogen-associated 
molecular patterns) 
PBS  solna raztopina fosfatnega pufra (angl. Phosphate Buffered Saline) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
RA  revmatoidni artritis 
IBD  kronična vnetna črevesna bolezen (ang. infectious bursal disease) 
RLA  relativna luciferazna aktivnost 
rLuc  luciferaza Renilla 
RNA  ribonukleinska kislina 
RNaza  ribonukleaza 
ROS  reaktivne kisikove spojine (ang. reactive oxygene species) 
RPMI  gojišče za celične kulture Roswell Park Memorial Institute medium 
sEV  stresni zunajcelični vezikli (ang. stress extracellular vesicles) 
TGF-β  transformirajoči rastni faktor-β (ang. transforming growth factor-α) 
Th17  celica T pomagalka tipa 17 (ang. T helper cell type 17) 
TLR4  TOLL-u podobni receptor 4 (ang. Toll-like receptor (TLR) 4) 
TNF-α  faktor tumorske nekroze-α (ang. tumor necrosis factor-α) 
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1 UVOD 
Imunski sistem je skozi evolucijo našel razmeroma učinkovite obrambne mehanizme, tako 
nespecifične kot visoko specifične. Vsako vrsto imunskega odziva zaznamujejo 
specializirane efektorske celice, ki ščitijo naš organizem pred škodljivim delovanjem telesu 
tujih snovi, med drugim tudi pred mikroorganizmi in pojavom rakavih celic. Za vse so 
ključne tri stvari, in sicer, prepoznava in razlikovanje med telesu lastnimi in tujimi 
molekulami, aktivacija poti za odstranitev patogena ter dolgotrajni spomin, ki je značilen 
za pridobljeno imunost in omogoča hitrejši odziv efektorskih celic na ponovno prisotnost 
enakih antigenov. Za ohranjanje ravnovesja v delovanju imunskega sistema je bistvenega 
pomena vzdrževanje urejenega stanja interakcij in povezav med prirojeno in pridobljeno 
imunostjo ter časovno ustrezne aktivacije vnetnih poti. 
 
Pacienti s poškodbami, invazivnimi operacijami, terapijami proti raku in presaditvijo 
organov, kot tudi bolniki s kronično vnetnimi boleznimi proizvajajo množico signalov 
nevarnosti in visok nivo provnetnih in protrombotičnih posrednikov kot posledico 
oksidativnega stresa. Organizem se na oksidativni stres, ki poganja sterilno vnetje, odzove z 
mehanizmi prirojene imunosti, s katerimi odstranjuje oksidirane molekule. Te predstavljajo 
notranje signale nevarnosti, t.i. DAMP (ang. damage-associated molecular patterns) in se 
lahko sproščajo iz celic v obliki stresnih zunajceličnih veziklov (sEV).  
 
V imunski odziv na DAMP so udeleženi številni proteini/citokini, med njimi tudi provnetni 
citokin IL-23, predvsem preko diferenciacije limfocitov T v tip Th17 preko IL-23/Th17 poti. 
Aktivni limfociti T tipa Th17 predstavljajo glavnega akterja kroničnih avtoimunskih bolezni 
centralnega živčnega sistema in sklepov, kot so revmatoidni artritis (RA), luskavica, 
multipla skleroza (MS) in drugih. 
 
Študije EV, eksosomov in mikroveziklov ter njihovih komponent, predvsem oksidiranih 
oblik fosfolipidov (PL) in ostalih proteinov, predstavljajo pomembno področje številnih 
disciplin, ki preučujejo vplive na njihovo biogenezo, vlogo v znotrajceličnem komuniciraju 
s transportom biomolekul med bližnjimi in oddaljenimi celicami ter njihovo vlogo v 
normalnih pogojih in bolezenskih stanjih. EV so pomembni v odzivih na oksidativni stres 
predvsem kot potencialni biomarkerji.  
 
Vse te biološke karakteristike jih opišejo kot idealne potencialne tarče bodočih terapevtikov. 
Obratno – samostojno – lahko delujejo tudi kot terapevstko sredstvo ali dostavni sistem 
zdravilnih učinkovin, saj predstavljajo celično-prosto terapijo z izraženimi anti-
oksidativnimi, proti-vnetnimi ter anti-apoptotičnimi značilnostmi, še posebej v povezavi z 
IL-17 in Th17 pridruženimi boleznimi. 
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1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZI 
Namen dela je bil ovrednotiti vlogo sEV pri diferenciaciji limfocitov T, predvsem preko IL-
23/Th17 poti. Endogeni ligandi lahko aktivirajo drugačen imunski odziv kot ligandi pri 
mikrobih, čeprav lahko delujejo preko istih receptorjev. Natančneje smo želeli opredeliti, ali 
imajo lahko omenjene razlike v signaliziranju drugačen vpliv na diferenciacijo limfocitov T.  
Prej objavljeni rezultati so pokazali, da lahko sEV stimulirajo prepisovaje mRNA za citokin 
IL-23 v makrofagih. To je provnetni citokin, ki igra pomembno vlogo v patogenezi vnetnih 
kroničnih in nekaterih avtoimunskih boleznih. Prvi cilj naloge je bil raziskati, ali pride do 
prepisovanja mRNA in do izločanja IL-23 ter nekaterih drugih citokinov tudi po stimulaciji 
dendritičnih celic s sEV. Drugi cilj je bil določiti, ali količina citokinov, ki se izloči iz 
dendritičnih celic, zadostuje oziroma omogoča diferenciacijo limfocitov T v tip Th17. 
Postavili smo dve hipotezi, s katerima predpostavljamo, da: 
1. sEV aktivirajo izražanje in izločanje citokina IL-23 iz dendritičnih celic, 
diferenciranih iz celic kostnega mozga; 
2. stimulacija naivnih limfocitov T CD4+, ki jih izoliramo iz vranice, s kokulturo 
dendritičnih celic omogoči diferenciacijo limfocitov T v tip Th17.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 STERILNO VNETJE 
Sterilno vnetje je fiziološko stanje, ki se razvije v odsotnosti mikrobne okužbe zaradi 
poškodb tkiv in starostno-pogojenih bolezni. Lahko je tudi osnova patogeneze številnih 
kroničnih vnetnih bolezni, kot so kardiovaskularne bolezni, avtoimunske bolezni, rakava 
obolenja, nevrološke motnje, ishemije/reperfuzije... Tako se predstavi še ena vloga 
imunskega sistema, udeleženega v odzivih na nefiziološko celično smrt, nevarnost ali stres 
(Zheng in sod., 2011). Ta hipoteza nevarnosti narekuje dejstvo, da obstajajo notranji signali 
nevarnosti, DAMP, ki lahko stimulirajo vnetje brez infekcije. Značilni so za poškodovano 
tkivo in jih prepoznajo receptorji iz družin TOLL-u podobnih receptorjev (ang. Toll-like 
receptor, TLR), NOD (ang. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor, NOD-
like receptor; NLR), RIG-I (ang. retinoic acid-inducible gene RIG-I-like receptors, RLR), 
C-tip lektinski receptorji (CLR), RAGE (ang. receptors for advanced glycation end products) 
ter inflamasomi imunskih in neimunskih celic (Eppensteiner in sod., 2018).  
 
Celice lahko oksidirane molekule odstranjujejo s sproščanjem EV ter preko njih oz. drugih 
molekul DAMP stimulirajo monocite, makrofage, dendritične celice, nevtrofilce, mastocite, 
NK, in eozinofilce, da sproščajo provnetne mediatorje z namenom rekrutacije vnetnih celic 
in aktivacije pridobljenega imunskega odziva. K sami prepoznavi DAMP največ doprinesejo 
signalne poti prirojene imunosti, TLR in inflamasomi, čeprav razlike v mehanizmu 
delovanja še niso popolnoma jasne (Slika 1) (Chen in Nuñez, 2010). 
 
DAMP bi lahko poimenovali kot »pobudniki sterilnega vnetja«. Poznavanje strukturnih 
komponent, ki so odgovorne za začetek razvoja sterilnega vnetja, je pomembno ne samo 
zaradi razumevanja samega mehanizma delovanja, temveč tudi s stališča poznavanja 
potencialnih terapevtskih tarč (Lo in Woodruff, 2020). 
 
Slika 1:Mehanizmi aktivacije sterilnega vnetja (prirejeno po Chen in Nuñez, 2010).  
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2.2 SIGNALIZIRANJE S STRESNIMI ZUNAJCELIČNIMI VEZIKLI 
Zunajcelični vezikli, EV (ang. extracellular vesicles, EVs), so submikronski delci, obdani s 
fosfolipidnim dvoslojem ter enkapsulirani z membranskimi in citosolnimi proteini, lipidi 
(sfingomielini, holesterol, fosfatidilserin), nukleinskimi kislinami (mRNA, nekodirajoče 
RNA in DNA) in polisaharidi (glikosfingolipidi) (Yarana in Clair, 2017). Izvorno 
predstavljajo zelo heterogeno skupino po obliki, velikosti in biogenezi. Lahko jih najdemo 
v vseh telesnih tekočinah; ob stresu se njihova koncentracija še dodatno poveča (Mauerhofer 
in sod., 2016).  
 
Vse celice so sposobne sproščati EV. Glede na biogenezo jih razdelimo v tri skupine. 
Najmanjši so eksosomi (50–100 nm) in se tvorijo v multivezikularnih telescih, ki se sprostijo 
po fuziji s plazmalemo s procesom endocitoze. Mikrovezikli (MV) so mikrodelci (200–1000 
nm), ki se sproščajo s plazmaleme. Največja so apoptotska telesca (0.5–4 µm), ki se sprostijo 
ob membranskem preurejanju v procesu apoptoze (Kuo in Jia, 2017). Prve nanometrske 
strukture, sproščene tekom receptorsko posredovane eksocitoze eritrocitov v zunajcelični 
prostor in podobne endosomom, so Harding in sod. (1983) opazili z elektronsko 
mikroskopijo veziklov.  
 
Lipidni dvosloj nudi zaščito pred encimsko razgradnjo tako samim EV kot njenim 
komponentam (encimska razgradnja RNA z RNazami). Stabilnost EV v in vitro pogojih je 
različna: EV v in vivo pogojih so obstojni zgolj 2 min, medtem ko so serumski EV v in vitro 
pogojih obstojni 24 ur na sobni temperaturi, en teden na 4 °C in premorejo več kot tri cikle 
zamrzovanja-odmrzovanja. Kot primer – mlečni EV preživijo nizek pH (pH = 2.0), kratko 
segrevanje na 105 °C (15 min) in hitro zamrzovanje v tekočem dušiku, nasprotno pa se ob 
danih pogojih razgradnja celičnih EV poveča od 70 do 90 % (Yarana in Clair, 2017). 
2.2.1 Biogeneza EV 
Biogeneza membranskih veziklov zahteva reorganizacijo citoskeleta; prerazporeditev 
fosfolipdov, izpostavitev fosfatidilserina (PS) in kontakt s kompleksom aktin-miozin 
(Eppensteiner in sod., 2018). V biogenezo EV so udeleženi številni proteini (Slika 2). Med 
najpomembnejšimi so proteini endosomskega kompleksa ESCRT (ang. endosomal sorting 
complexes required for transport, ESCRT-0-III), ki usmerjajo nalaganje proteinov v 
eksosom in tudi sodelujejo pri sproščanju veziklov z membrane (Yarana in Clair, 2017). 
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Slika 2: Biogeneza EV. Prikazana je biogeneza različnih EV ob sočasni inhibiciji znotrajceličnih proteinskih 
kontrolnih točk s kemoterapevtikom Dox (prirejeno po Yarana in Clair, 2017). 
Sama kontrola zorenja veziklov poteka na račun Rab proteinov (Yarana in Clair, 2017). 
Ugotovili so, da je ekspresija Rab11 močno odvisna od znotrajcelične visoke koncentracije 
Ca2+ kot posledice oksidativnega stresa. Ekspresija Rab7 pa je odvisna od koncentracije 
holesterola v poznem endosomu, kar vpliva na samo izločanje EV ter njihovo vsebino tekom 
procesa endocitoze, fagocitoze, mikropinocitoze ter membranske fuzije. Razni defekti, ki se 
tvorijo pri nevrodegenerativnih boleznih, so lahko odstranjeni v obliki oksidiranh proteinov 
v eksosomih (Eppensteiner in sod., 2018). 
2.2.2 Oksidativni stres spremeni sestavo EV 
sEV so ključni elementi medceličnega komuniciranja za napredovanje oksidativno 
pogojenih bolezni, širjenje proteinskih agregatov, povezanih z razvojem 
nevrodegenerativnih bolezni, kot tudi za izmenjavo drugih bioaktivnih molekul na daljavo, 
brez direktnega fizičnega kontakta. So nosilci molekularnih motivov, avtoantigenov, 
provnetnih citokinov, prokoagulatorjev, ki nastanejo ob oksidativnem stresu in omogočajo 
aktivacijo imunskih celic (Kuo in Jia, 2017; Yarana in Clair, 2017).  
 
Nekontrolirano kopičenje prostih kisikovih (ang. reactive oxygen species, ROS) in dušikovih 
radikalov (ang. reactive nitrogen species, RNS), ki preseže mejo antioksidativne sposobnosti 
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celic, povzroči oksidativni stres in spremembe na celičnih strukturah, kot so lipidi, proteini, 
mDNA … Oksidativni stres je tudi sprožitelj sterilnega vnetja, saj oksidirane biološke 
komponente fosfolipidov, DNA, lipoproteinov predstavljajo motive DAMP. Oksidirane 
toksične molekule celice odstranjujejo z reguliranim proteinskim razvitjem (ang. protein 
unfolding), znotrajcelično ubikvitinsko razgradnjo v proteasomu, avtofagijo, ali s 
sproščanjem sEV (Yarana in Clair, 2018). 
 
Celice izločajo vezikle pod normalnimi in stresnimi pogoji, ter jih lahko najdemo v vseh 
telesnih tekočinah (krvnem serumu/plazmi, urinu, slini, materinem mleku, CSF, folikularni 
tekočini, spermi, pljučnih izpirkih in solzah). Njihova količina se ob stresu (hipoksija, 
sevanje, oksidativne poškodbe, apoptoza) še dodatno poveča (Kuo in Jia, 2017). 
 
Ker lahko sEV prenašajo molekule, ki se tvorijo ob oksidativnem stresu v celicah, imajo zato 
lahko različne učinke na prejemniške celice, ki so opisani v Preglednici 1. Lahko sprožijo 
apoptozo (Heiserman in sod., 2015), inducirajo angiogenezo (Atienzar-Aroca in sod., 2016), 
delujejo kot imunomodulatorji (Manček Keber in sod., 2015; Mauerhofer in sod., 2016) in 
drugo. 
Preglednica 1: Vpliv z oksidativnim stresom povezanih EV na celično viabilnost in tkivno vnetje (prirejeno 
po Yarana in Clair, 2018) 
Celica/tkivo Tip sEV 
Povzročitelj oksidativnega 
stresa 
Tarča  Učinek 
Kardiomicite Eksosomi Etanol/hipoksija/ 
reoksigenacija 
HSP60 TLR4  
Mastociti Eksosomi H2O2 mRNA H2O2 
toleranca 
Retina 
epitelijskih celic 
Eksosomi Etanol VEGF in 
mRNA 
Angiogeneza 
HEK293 Eksosomi, MV Ca2+ ionofor oxPL TLR4  
Jetra Eksosomi Alkoholni hepatitis miR-122 TLR9  
Jetra MV Alkoholizem mtDNA TLR9 
Jetra Eksosomi Nasičene MK (lipotoksičnost) TRAIL DR5 
Makrofagi Eksosomi Miokardni infarkt miR-155 Vnetje 
fibroblastov 
Kardiosfere EV Miokardni infarkt Y RNA 
fragment 
IL-10 
Ena od glavnih značilnosti oksidativnega stresa je povečana peroksidacija fosfolipidov (PL) 
znotraj sEV, kar jih opredeljuje kot potencialne endogene ligande (Manček in sod., 2015). 
Njihovo signaliziranje preko aktivacije receptorjev TLR in inflamasomov sproži aktivacijo 
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znotrajcelične signalne kaskade, kar vodi v prepisovanje vnetnih genov profesionalnih 
antigen predstavitvenih celic (APC) kot npr. visoko specializiranih dendritičnih celic (DC) 
(Muri in sod., 2020). Te z izločanjem citokinov, kemokinov in adhezijskih molekul 
usmerjajo efektorske povezave limfocitov T, kar ima pleiotropne učinke na gostiteljev 
imunski odziv ter patogenezo številnih bolezni. Oksidacija PL predstavlja tudi negativno 
povratno zanko preprečevanja poškodb gostiteljevih tkiv, ki nastanejo kot posledica 
nekontroliranega vnetja in oksidativnega stresa. Raziskave kažejo, da pod določenimi 
biološkimi pogoji inducirajo tudi zaščitniško vlogo. Veljajo za pozitvine regulatorje 
antioksidativnih genov, inhibitorje vnetno signalne kaskade preko Nrf2-odvisnih in -
neodvisnih mehanizmov, antagoniste receptorjev TLR, imununosupresorje ter 
imunomodulatorje pridobljene imunosti in avtoimunskih bolezni. Čeprav sprožijo T celično 
aktivacijo, obenem lahko tudi inhibirajo njihovo proliferacijo in citotoksičnost z 
ustvarjanjem anergije, t. i. funkcionalnega neaktivnega »hiporesponzitivnega« stanja 
(Mauerhofer in sod., 2016). 
2.3 RECEPTORJI TLR 
Najbolj znani in najbolje opredeljeni v družini receptorjev PRR (ang. pattern recognition 
receptors) so receptorji TLR, izraženi predvsem na celicah, ki so del prirojene imunosti 
(monociti, makrofagi, dendritične celice). Odkritje človeških homologov receptorjev TLR, 
odkritih v D. melanogaster, ki lahko inducirajo dejavnik transkripcije NF-κB (ang. nuclear 
factor κB) za aktivacijo tako prirojene kot pridobljene imunosti, je imelo izreden pomen v 
razumevanju imunskih odzivov (Medzhitov, 2007). Receptorje TLR so lokalizirali na celični 
površini ali v intracelularnih kompartmentih kot so ER, endosomi, lizosomi in endolizosomi. 
Lokalizacija je odvisna od vrste ligandov, ki jih receptor prepoznava, npr. v endosomih so 
TLR-ji, ki prepoznavajo nukleinske kisline (Chang, 2010). 
 
Pri človeku je zaenkrat odkritih deset različnih TLR (TLR1–TLR10), medtem ko so pri 
miših potrdili 12 vrst TLR (TLR1–TLR9, TLR11–TLR13). Vsak prepoznava specifične 
ligande patogenov, vse od virusov, bakterij, gliv in tudi parazitov (Akira in sod., 2006). 
2.3.1 Receptor TLR4 
Prvi opisani primer mikrobno induciranega TLR signaliziranja izhaja iz študij LPS-
vezavnega receptorja TLR4 na miših, ki inducira dve različni signalni poti. Mehanizem 
aktivacije TLR4 je razkrila njegova kristalna struktura, in sicer gre za kompleks dveh 
proteinov TLR4-MD2 (Park in sod., 2009). Bakterijski lipopolisaharid (LPS), ki se nahaja 
na zunanji membrani po Gramu negativnih bakterij, se veže v hidrofobni žep proteina 
mieloidne diferenciacije, MD-2 (ang. myeloid differentiation protein 2), kar omogoči 
dimerizacijo receptorja TLR4 (Zanoni in sod., 2011). 
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Vsak TLR je sestavljen iz ektodomene, bogate z leucini, LRR (ang. leucine-rich repeats), ki 
specifično prepoznava PAMP ali DAMP, transmembranske domene ter citoplazemske 
domene TIR (ang. Toll/IL-1 receptor), ki prenese signal na znotrajcelične fosforilacijske 
kaskade, ki vodijo v aktivacijo različnih dejavnikov transkripcije, kot so NF-B, AP-1 
(aktivatorska beljakovina 1) ali IRF3 (regulatorni dejavnik 3 za interferon) in aktivacijo 
vnetnega odgovora (Kawasaki in Kawai, 2014), kot je predstavljeno v Sliki 3. 
 
Slika 3: Signaliziranje preko TLR v makrofagih in konvencionalnih dendritičnih celicah (prirejeno po 
Kawasaki in Kawai, 2014). 
Do sedaj so poleg PAMP prepoznali še nekatere endogene ligande človeškega TLR4, 
proteine HSP (ang. heat shock proteins), proteine S1000, protein HMGB1 (ang. high-
mobility group box 1), kot tudi komponente znotrajceličnega matriksa (fibronektin, heparin 
sulfat, proteoglikani) (Zanoni in sod., 2011). Ha in sod. (v objavi) so pokazali, da tudi 
oksidirani PL, ki se sproščajo v okolico v obliki sEV, lahko delujejo kot endogeni ligandi, 
ki aktivirajo TLR4. Pokazali so, da so to oksidirani lizofosfolipidi, ki se lahko tvorijo ob 
sinergističnem delovanju 15-lipoksigenaze (15-LO). Ta oksidira nenasičene acilne verige na 
15 C atomu, in fosfolipaze A2 (PLA2), ki hidrolizira eno acilno verigo, da nastane 
lizofosfolipid. 
 
Razlike med klasičnim in sterilnim vnetjem se nanašajo na aktivacijo različnih signalnih 
molekul in dejavnikov transkripcije navzdol od adapterskih proteinov MyD88 in TRIF. Tudi 
stabilnost ligand-receptorskega kompleksa in sama kinetika aktivacije omenjenega 
kompleksa, kot tudi internalizacija z ostalimi molekulami tekom signalizacijske kaskade, bi 
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lahko bila razlog za razlike v signaliziranju z LPS (Kawasaki in Kawai, 2014). Če LPS 
stimulira izražanje genov za provnetne citokine, endogeni agonisti modulirajo tako pro- kot 
tudi protivnetni odziv celic prirojenega imunskega sistema (Mauerhofer in sod., 2016). 
2.4 DENDRITIČNE CELICE (DC) 
DC so profesionalne APC, ki povezujejo prirojeno kot tudi pridobljeno imunost ob stiku s 
potencialnimi vzorci nevarnosti (infekcije, celične poškodbe ali nekroze tkiva). Tako 
usmerjajo odzive naivnih celic T (CD4+ in CD8+) in njihovo diferenciacijo v različne 
efektorske povezave. So kratko živeča skupina celic (z izjemo Langerhansovih celic) 
(Steinman, 2012). 
 
Zaradi njihove enormne plastičnosti so do sedaj odkrili številne podtipe, ki so jih razvrstili 
glede na podobne fenotipske in funkcijske lastnosti kot tudi izražene citokine. Za 
vzdrževanje tkivne homeostaze je prav tako pomemben sam izvor DC. Kostni mozeg je 
hematopoetski progenitor monocitov, konvencionalnih oz. mieloidnih DC, cDC (CD11+), 
in plazmacitoidnih, pDC (CD11-), ki so limfoidnega izvora. cDC izražajo visok nivo 
molekul poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti, MHC II (ang. major histocompatibility 
complex) kot tudi lastne antigene.V nasprotju pa, pDC, ki krožijo po periferni krvi in 
sekundarnih limfoidnih organih, izražajo bistevno manj molekul razreda MHC II kot tudi 
kostimulacijskih molekul ter integrina CD11c (Wang in sod., 2019). 
2.4.1 Aktivacija DC 
Nezrele DC izražajo manjše količine kostimulacijskih molekul CD40, CD80 in CD86 ter 
molekul kompleksa MHC I/II, zato so slab aktivator limfocitov T. Z izraženimi PRR v 
perifernih tkivih prepoznajo različne molekularne vzorce, mikrobnega in ne-mikrobnega 
izvora, ki sprožijo njihovo aktivacijo. Prepoznavi antigena sledi zorenje DC z oblikovanjem 
ključnega kompleksa MHC in kostimulatornih molekul ter citokinov. Zrele DC izražajo 
CD83, ki sproži predelavo antigenov, ki jih nato v T-celičnih delih bezgavk predstavijo 
celicam T (Howell in Shepherd, 2018). 
 
Tip 1, cDC (mišji homolog CD103+), preferenčno predstavlja Ag celicam pomagalkam 
(CD4+) v okviru kompleksa MHC-II, medtem ko tip 2, cDC, predstavlja Ag celicam 
ubijalkam (CD8+) v okviru kompleksa MHC-I (Howell in Shepherd, 2018). 
2.4.2 Oksidativni odziv DC 
Oksidativni stres igra pomembno vlogo v aktivaciji in zorenju DC, ki nato usmerjajo imunski 
odziv limfocitov T CD4+ v smeri fenotipa Th1, Th2 ali Th17 (Steinman, 2012). Produkcija 
ROS vodi v regulacijo pH znotrajceličnih kompartmentov, kar je nujno za funkcionalen 
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razvoj DC (Wang in sod., 2019). Ugotovili so, da flavonoidi kot fitonutrienti (npr. naringen), 
lahko predstavljajo pomembne imunomodulatorje, ki inhibirajo z LPS inducirano TLR 
odvisno sproščanje vnetnih citokinov, v makrofagih kot tudi DC ter tako regulirajo zorenje 
DC in diferenciacijo regulatornih T celic (Wang in sod., 2019). 
 
Pomemben regulator oksidativnega stresa je transkripcijski faktor Nrf2 (ang. nuclear factor 
erythroid 2 (NF-E2)-related factor 2) ter njemu pridružen citosolni inhibitor Keap1 (ang. 
Kelch-like erythroid cell-derived protein with CNC homology (ECH)-associated protein 1). 
OxPL s kovalentno modifikacijo cisteinskih ostankov Keap 1 preprečijo razgradnjo Nrf2, ki 
je nato translociran v jedro, kjer z vezavo na anti-oksidativne elemente v promotorski regiji 
sproži transkripcijo tarčnih antioksidativnih genov (Mauerhofer in sod., 2016). Nrf2 tako 
vpliva na izražanje kostimulatornih molekul na površini zrelih APC, CD11c, CD40, CD80, 
CD86 in MHC II. cDC z mutacijo v Nrf2 izražajo bistveno večje količine TNF-α, IL-6, IL-
10, IL12p40, in VEGF, medtem ko se izražanje HO-1 in IL-18 zmanjša. Prav tako so opazili 
večje količine vnetnega kemokina KC/CXCL1 (ang. CXC-chemokine ligand 1). Eden izmed 
razlogov povečane ekspresije bi bil lahko, da so celice že na stopnji aktivne ekspresije, ki jo 
povroči predhodna oksidativna stimulacija tekom in vitro diferenciacije (Williams in sod., 
2008). 
2.4.3 TLR signaliziranje v dendritičnih celicah (DC) 
Za prepoznavo patogenov DC uporabljajo receptorje tipa CLR, NLR ter dobro preučene 
receptorje TLR. TLR-inducirano izražanje vnetnih citokinov IL-12, IL-6, IL-23, TNF-α in 
kemokinov (GM-CSF) v konvencionalnih DC (cDC) je odvisno od receptorjev TLR2, 
TLR3, TLR4 in TLR8, ki aktivirajo IRF3 preko signalnih intermediatov, medtem ko 
plazmacitoidne DC (pDC) za signaliziranje uporabljajo TLR7 in TLR9 (Chang, 2010). 
Makrofagi izražajo IFN-α/β neodvisno od MyD88, IRF1 in znotrajcelične lokacije 
patogenov, potreben je zgolj IRF3, medtem ko so cDC zmožne uporabljati obe poti v odzivih 
na bakterijsko RNA v citosolnih in fagosomskih kompartmentih (Kawasaki in Kawai, 2014). 
2.4.4 IL-23 
Med številnimi citokini, ki jih izločajo aktivirane DC ob stimulaciji s patogeni in TLR 
ligandi, je provnetni citokin IL-23, okarakteriziran z vitalno vlogo v perifernih tkivih kože, 
gastrointestinalnega trakta in pljuč. Raziskave kažejo, da je zgodnje izražanje omenjenega 
citokina v odzivih na signale nevarnosti ključnega pomena za usmerjanje lokalnih imunskih 
odzivov, predvsem fenotipa Th17, saj je pomemben regulator številnih vnetnih 
avtoimunskih bolezni (Stritesky in sod., 2008).  
 
IL-23 je sestavljen iz specifične podenote p19 (IL-23p19) in podenote p40, skupne z IL-12 
(IL-12p40), za kar so predvidevali, da ima podobno vlogo kot IL-12 (promoviranje tipa 
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Th1), a je danes jasno, da ima edinstveno vlogo v regulaciji imunosti. IL-23 je eden ključnih 
sprožilcev in regulatorjev celično posredovane imunosti. Interakcija IL-23 receptor-ligand 
aktivira signaliziranje preko signalne poti JAK-STAT, kot je prikazano na Sliki 4. Aktiviran 
kompleks sestavljajo Jak2, Tyk2 ter proteini STAT (1-5), ki z vezavo specifičnih 
transkripcijskih faktorjev inducirajo specifičen efektorski program, ki vodi v aktivacijo 
imunskega odziva v smeri limfocitov Th17 (Kikly in sod., 2006).  
 
Slika 4: Signalna kaskada IL-23 (Di Cesare in sod., 2009). 
Številni TLR agonisti (LPS, CpG, PolyI:C) v zrelih DC inducirajo izražanje p40, p35 in p19, 
kar rezultira v sproščanje bioaktivnih oblik IL-12 in IL-23 že nekaj ur po okužbi (Kawasaki 
in Kawai, 2014). Dodatno izražanje IL-12 in IL-23 povečajo interakcije CD40L-CD40, med 
pDC in zrelimi limfociti T, ki s pozitivno povratno zanko vplivajo na aktivacijo DC 
(McKenzie in sod., 2006). 
2.5 VLOGA DC PRI DIFERENCIACIJI LIMFOCITOV T 
Organizem se na oksidativni stres, ki poganja sterilno vnetje, odzove z mehanizmi prirojene 
imunosti, kot tudi celično posredovanimi imunskimi odzivi pridobljene imunosti, katere 
nosilci so limfociti T. Vprašanje, kako sEV inducirajo specifični odziv je še vedno velika 
neznanka (Kuo in sod., 2017). 
 
Osnovna karakterizacija limfocitov T temelji na površinsko izraženim TCR kompleksu, ki 
ga sestavljajo T-celični receptor (TCR), površinski označevalec CD3 (ang. cluster of 
differentiation 3) in ζ veriga. Nezreli in nefunkcionalni limfociti T nastanejo v kostnem 
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mozgu in nato dozorijo v imunokompetentne limfocite T v priželjcu ob hkratnem preurejanju 
in aktivaciji genov za T-celični receptor (CD3). Glede na efektorske funkcije ter specifično 
izražene membranske glikoproteine CD4 in CD8 jih delimo na celice T pomagalke (CD4+ 
CD3+) in citotoksične limfocite T (CD8+ CD3+), ki z izraženimi TCR prepoznavajo 
predelane antigene znotraj MHC kompleksa na površini APC, DC in fagocitov (Howell in 
Shepherd, 2018). Celica T pomagalka s CD4 prepozna molekulo MHC II, sledi izločanje 
citokinov, predvsem IL-2 in IFN-γ, ki nato usmeri limfocite B, citotoksične limfocite T, s 
povratno zanko pa tudi celice T pomagalke. Citotoksični limfocit T z izraženim CD8 po 
prepoznavi molekule kompleksa MHC I, ki ga izražajo profesionalne APC (DC, makrofagi, 
limfociti B), aktivira gene za sintezo receptorjev za IL-2. Vezava liganda IL-2 sproži 
izločanje perforinov, ki ustvari transmembransko poro v tarčni celici ter grancima in ostalih 
encimov, ki v citosolu še dodatno pospešijo apoptozo napadene celice (Murphy in Weaver, 
2017). 
2.5.1 Signali, potrebni za aktivacijo limfocitov T 
Specifična aktivacija naivnih limfocitov T potrebuje več ustreznih signalov. Prvi je 
prepoznava Ag, vezanega na površino kompleksa MHC s TCR, kar sproži znotrajcelično 
signaliziranje za izražanje določenih citokinov, potrebnih med imunskim odzivom. Za 
nadaljnjo proliferacijo in diferenciacijo limfocitov T v različne efektorske celice je potreben 
še drugi signal, in sicer interakcije med kostimulatornimi molekulami na površini zrelih APC 
(CD80, CD86) in ligandi na površini limfocitov T (CD28, CD152), ki določajo T–celično 
proliferacijo, spominske funkcije, efektorske funkcije ali delecijo. Efektorske funkcije 
narekujejo naivni, spominski in regulatorni limfociti T z ločenimi vplivi na imunski odziv 
(Murphy in Weaver, 2017). 
 
Primarni imunski odziv se začne z zakasnitvijo, ki je potrebna za proliferacijo specifičnega 
klona limfocitov T z namenom odstranitve Ag ter oblikovanje imunskega spomina, ki ob 
ponovni okužbi omogoča hitrejši in močnejši sekundarni imunski odziv. Limfociti, ki še 
nikoli niso prišli v stik s specifičnim antigenom, so naivni limfociti, medtem ko se spominski 
limfociti ob stiku z Ag diferencirajo v efektorske celice, limfociti B v plazmatke, ki tvorijo 
protitelesa, citotoksični limfociti T pa v aktivirane citotoksične celice (Howell in  Shepherd, 
2018). 
2.5.2 Diferenciacija naivnih limfocitov T CD4+ 
Citokini, izraženi tekom imunskega odziva na lastne ali tuje antigene, narekujejo razvoj 
različnih podskupin pomagalk, Th, ki usmerjajo imunski sistem v različne oblike imunskih 
odzivov (Slika 5).  
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V zgodnjih fazah imunskega odziva, lokalno aktivirane APC s povečanim izločanjem IL-12 
predvsem ob prisotnosti IFN-γ usmerjajo diferenciacijo limfocitov T v odziv vrste Th1 (ang. 
T helper type 1). Ko se te izčrpajo in je na voljo IL-4, vodijo imunski odziv v smeri Th2. 
Limfociti Th1 z izločanjem IL-2, IFN-γ in TNF-β usmerjajo citotoksične odzive na 
znotrajcelične bakterije in parazite z B celično produkcijo IgG. Limfociti Th2 s citokini IL-
4, IL-5, IL-6, IL-13 in IL-10 modulirajo protitelesni imunski odziv na zunajcelične parazite 
s spodbujanjem B–celične produkcije IgE ter aktivacijo eozinofilcev, mastocitov in 
bazofilcev (Howell in Shepherd, 2018).  
 
Nedavne študije so dokazale obstoj še tretje efektorske CD4+ Th poti, katere diferenciacijo 
in rast usmerja kombinacija citokinov TGF-β1 in IL-6, vključno z IL-23, ki jih izločajo APC. 
Glede na izločene kemokine in citokine sta IL-17A in IL-17F lastni entiteti samo omenjene 
vrste celic, ki jih imenujemo celice tipa Th17 (Kikly in sod., 2006). Prispevek omenjene 
podenote celic Th17 k normalnim imunskim odzivom je še vedno nedefiniran. Jasno je, da 
ob aktivaciji nevtrofilcev in epitelijskih celic v koži in sluznicah, regulirajo protibakterijski 
in protiglivni imunski odziv. Dokazano je, da njihovo pomanjkanje vodi tudi v avtoimunost 
(Stritesky in sod., 2008).  
 
Slika 5: Diferenciacija naivnih limfocitov T CD4+ v različne efektorske povezave Th in Treg (prirejeno po 
Di Cesare in sod., 2009). 
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2.6 DIFERENCIACIJA LIMFOCITOV T TIPA TH17+ 
Aktivne celice T tipa Th17 predstavljajo glavnega akterja kroničnih avtoimunskih bolezni 
centralnega živčnega sistema in sklepov (Babaie in sod., 2018). Naivni limfociti T ne 
izražajo receptorja za IL-23, zato za diferenciacijo v efektorske povezave tipa Th17, poleg 
IL-23, potrebujejo še ostale citokine (Miossec in Kolls, 2012). 
 
Prva pot začetne diferenciacije mišjih celic tipa Th17 poleg IL-12–IFN-γ signaliziaranja 
(McKenzie in sod., 2006) zahteva prisotnost citokina TGF-β in IL-6, kot tudi signalizacijske 
poti proteina STAT3. Celični tip Th17 podobno kot tipa Th1 in Th2 zahteva dodatne, 
rodovno specifične transkripcijske faktorje, v tem primeru RORα (ang. retinoid-related 
orphan receptor-α ) in RORγt (človeški RORC), katerih izražanje inducirata citokina TGF-
β in IL-6, ki sta prisotna v naivnih celicah T. Slednje sproži diferenciacijo naivnih celic T v 
smeri fenotipa Th17 z usmerjenim izločanjem IL-17 ter ostalih kemokinov/citokinov 
(Miossec in Kolls, 2012). 
 
Mišji modeli vnetja so razkrili, da IL-1β-inducirano signaliziranje z IL-1R1, izražen na 
površini celic tipa Th17, poveča njihovo proliferacijsko sposobnost, kot tudi inducira 
izločanje ključnega citokina omenjenega fenotipa – IL-17. IL-23 namreč vodi razvoj 
avtoreaktivnih IL-17-producirajočih celic T preko številnih poti, najbolj učinkovito v 
povezavi z IL-1β brez vplivov na njihovo proliferacijo. Razumevanje, kako omenjeni citokin 
usmerja imunski odziv fenotipa Th17, je bilo kar nekaj časa nerešljiva uganka (Miossec in 
Kolls, 2012).  
 
Od IL-23 odvisno izločanje IL-17 je pomembno predvsem v zgodnji fazi imunskega odziva 
na patogene, kjer primarno deluje na stromalne endotelijske celice in podtip monocitov, in 
sicer tako, da inducira izločanje provnetnih mediatorjev IL-1, IL-6 in IL-8 za akumulacijo 
nevtrofilcev v krvi in tkivih (Miossec in Kolls, 2012). Na kasnejši stopnji Th17 z izločanjem 
IL-17 ter GM-CSF omogočajo takojšnjo rekrutacijo nevtrofilcev kot zelo pomembne 
kontrolne točke akutnega vnetja za preprečevanje tkivnih nekroz oz. sepse (Stritesky in sod., 
2008). 
 
Mastociti izločajo IL-17, ki je potreben v zgodnjih fazah alergijskega vnetja, medtem ko 
fenotip Th2 oblikuje citokinsko okolje alergijskega odziva (Stritesky in sod., 2008). Vendar 
zadnje raziskave kažejo, da IL-17 prispeva k zgodnjim kot tudi poznim fazam kroničnega 
vnetja. In vitro študije mezenhimskih celic (fibroblastov, sinoviocit) kažejo, da IL-17 
inducira izražanje antiapoptotske molekule sinoviolin, ki omogoča preživetje celic med 
napredovanjem artritisa (Kim in sod., 2018).  
 
 
15 
Erjavec K. Diferenciacija limfocitov T s stresnimi zunajceličnimi vezikli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
2.6.1 Th17-pridružene bolezni 
Disreguliran IL-23–IL-17 imunski odziv je pomemben voditelj organ-specifičnih 
avtoimunskih bolezni (MS, luskavica, RA, Chronova bolezen) kot tudi razvoja sepse, zato 
ima ciljanje te poti številne terapevtskege koristi (Capone in Volpe, 2020). 
 
IL-23/IL-17 citokinska os inhibira produkcijo matriksa v hondrocitah in osteoblastih, kar 
vodi v poškodbo sklepa in zahteva regeneracijo tkiva, kar je značilno za RA (Kim in sod., 
2018). Genski polimorfizem Il23R naj bi bil povezan z razvojem luskavice in psoriatičnega 
artritisa (PA) (Miossec in Kolls, 2012) ter tudi z razvojem bolj kompleksne Crohnove 
bolezni. Tudi pri MS sta kronično vnetje možganov in demielinizacija posledica povečane 
regulacije fosforiliranega STAT3 (pSTAT-3) celic Th17, kar poveča ekspresijo Il17 (Capone 
in Volpe, 2020). Celice Th17 usmerjajo tudi razvoj hujših oblik astme, cistične fibroze in 
kronične obstruktivne pljučne bolezni, čeprav sam vpliv IL-17 še ni dokazan (Miossec in 
Kolls, 2012).  
2.6.2 Različni terapevtski pristopi targetiranja transkripcijskih regulatorjev celic 
Th17 
Na različne načine lahko ciljamo IL-17, z vplivom na sam začetek signalne kaskade 
(inhibitor IL-23), z direktno manipulacijo (inhibitor IL-17) ali na konec signalne kaskade 
(inhibitor IL-17R) (Miossec in Kolls, 2012). 
 
Za zdravljenje Th17-pridruženih bolezni uporabljajo humana/humanizirana monoklonska 
protitelesa, ki v večji meri ciljajo na podenoto p19 IL-23 namesto podenoto p40 IL-12-IL-
23, a se pojavi problem v dolgotrajni zaščiti, ki je uravnavana s citotoksičnimi limfociti T in 
celicami tipa Th1. Tako terapijo anti-p40 še zmeraj uporabljajo za zdravljenje psoriaze in 
IBD, saj daje spodbudne rezultate (McKenzie in sod., 2006). Za zdravljenje se uporabljajo 
tudi monoklonska protitelesa proti IL-17A (npr. secukinumab) in proti IL-17R (tako IL-17A 
kot tud IL-17C), medtem ko ta pristop ni učinkovit za zdravljenje MS in Chronove bolezni 
(Miossec in Kolls, 2012). 
 
Zaradi sinergije IL-17A, IL-17F in TNF-α, je več kot 30 % bolnikov neodzivnih na TNF 
inhibitorje, zato za zdravljenje vnetnih bolezni (kolagenski artritis) uporabljajo kombinirana 
protitelesa z vezavnimi mesti za IL-17A na eni strani ter TNF na drugi strani (Miossec in 
Kolls, 2012). 
 
Novejši pristopi uporabljajo manjše molekule, ki ciljajo na IL-17 signaliziranje in 
targetiranih celičnih terapij Th17 (Capone in Volpe, 2020). V prihodnje so potrebne še 
dodatne, predvsem detajlne študije transkriptomskega ozadja celic Th17, da bi lahko 
identificirali vse poti in regulatorje, specifično aktivirane tekom med razvojem bolezni. 
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Izboljšave na tem področju vključujejo predvsem razvoj novih komponent, ki bi izboljšale 
odzive in varnost IL-17 ter Th17 targetiranih celičnih terapij. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij, encimov in komercialno dostopnih kompletov pri izvedbi 
poskusov 
Kemikalije Proizvajalec 
DNA-polimeraza Phusion New England Biolabs, Anglija 
ELISA MAX™ Standard Set Mouse IL-17A BioLegend, Kalifornija, ZDA 
Etanol, metanol, izopropanol, NaCl, NaOH, MgCl2, NH4Cl Merck, Nemčija 
FBS, DMEM, DMEM+ GlutaMAXTM-I, HBSS, penicilin, streptomicin, 
Dynabeads® Mouse T-Activator CD3/CD28 
Gibco, Massachusetts, ZDA 
Human/Mouse TGF beta 1 ELISA Ready-SET-Go!, Mouse IL-6 ELISA 
Ready-SET-Go! 
eBioscience, San Diego, ZDA 
IPTG, TMB, 5x lizni pufer, dNTP mešanica Promega, Madison, ZDA 
Komplet reagentov High capacity cDNA reverse transcription kit Applied Biosystems, Kalifornija, 
ZDA 
Komplet reagentov za diferenciacijo celic T CD4+ CellXVivo Mouse 
Th17 Cell Differentiation Kit 
R&D Systems Inc., Minnesota, 
ZDA 
Luciferin, koelenterazin NanoLight, Arizona, ZDA 
NaDS, DMSO Fluka, Nemčija 
Pufer MACS, Komplet reagentov za izolacijo celic T CD4+ Naive CD4+ 
T Cell Isolation Kit mouse 
Miltenyi Biotec, Nemčija 
RPMI 1640, TEMED, Tris, EDTA, ampicilin, BSA, kalcijev ionofor 
A23187, komplet reagentov BCA, mešanica inhibitorjev proteaz 
Sigma-Aldrich, Misuri, ZDA 
S-LPS, izoliran iz bakterije E.coli Kemijski inštitut, Slovenija 
Transfekcijski reagent Lipofectamine 2000, medij brez seruma Opti-
MEM™ I, Mouse TNF-α ELISA Kit, Mouse IL-23 ELISA Kit, Mouse 
IL-1 beta ELISA Kit 
Invitrogen, Kalifornija, ZDA 
TRIZOL, SYBR Green I master mix, komplet reagentov High pure RNA 
isolation  
Roche, Nemčija 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
Preglednica 3: Seznam uporabljene laboratorijske opreme pri izvedbi poskusov 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Brezprašna komora M18 Iskra PIO d.o.o., Slovenija 
Celično sito Cell Strainer Blue 40 µm Falcon, New York, ZDA 
CO2 inkubator za celične kulture Binder, New York, ZDA 
Filtri za koncentriranje in čiščenje proteinov Amicon® Ultra 0.5mL Sigma-Aldrich, Misuri, ZDA 
Hladilnik, mikrovalovna pečica, zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
Invertni svetlobni mikroskop Euromex, Nizozemska 
Luminometer Orion 2 Berthold, Nemčija 
Magnetni separator MidiMACS™ 
Magnetni separator DynaMag™, spektrofotomer NanoDrop ND-1000 
Miltenyi Biotec, Nemčija 
ThermoFisher, Massachusetts, ZDA 
Mikrocentrifugirke (1.5 mL, 2 mL), centrifugirke (15 mL, 50 mL), 
nastavki za pipete 
Syngene, Indija 
Naprava za avtomatizirano štetje celic Countess, števne ploščice Invitrogen, Kalifornija, ZDA 
Naprava za branje mikrotitrskih plošč SynergyMX BioTek, Vermont, ZDA 
Naprava za PCR MWG Biotech, Alabama, ZDA 
Naprava za verižno reakcijo s polimerazo Veriti Thermal Cycler 
Applied Biosystems, Kalifornija, 
ZDA 
Plošče za inkubacijo celic (6-96 vdolbinic), posode za inkubacijo 
celičnih kultur T-75, centrifugirke, gojitvene posodice 
TPP, Švica 
Serološke pipete VWR, Pensilvanija, ZDA 
Sonifikator Ultrasonic Processor Cole-Parmer, Illinois, ZDA 
Ultracentrifuga Preparative ultracentrifuge PNLXP/ M-7AB 50Ti Beckman, Kalifornija, ZDA 
Velika centrifuga Universal 320R Hettic Zentrifugen, Nemčija 
Namizna centrifuga MiniSpin, večkanalne pipete, nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija 
Zamrzovalnik (– 80 °C) Sarstedt, Nemčija 
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3.1.3 Pufri, raztopine in standardi 
Preglednica 4: Raztopine, pufri in standardi, uporabljeni pri delu s celičnimi kulturami 
Pufer  Sestava  
Medij za zamrzovanje celic  10 % DMSO, 90 % FBS  
Substrat za kresničkino luciferazo 16,67 mM HEPES, 3,33 mM MgCl2, 0,08 mM 
EDTA, 1,67 mM NaF, 0,23 mM CoA, 16,67 mM 
DTT, 0,44 mM ATP, 0,39 mM luciferin (raztopljen v 
DMSO), pH 8 
Substrat za luciferazo Renilla 7,5 mM Na4P2O7, 50 mM NaH2PO4, 250 mM NaCl, 5 
mM CDTA, 0,01 % metanol, 0,001 mM 
koelenterazin (raztopljen v metanolu), pH 5 
Pufer RIPA za lizo celic  50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-
100, 0,1 % NaDS, 0,5 % Doc, 1 × CPI  
10 × PBS (fosfatni) pufer 1,7 M NaCl, 34 mM KCl, 100 mM NaH2PO4,  
18 mM KH2PO4, pH 7,4  
3.1.4 Rekombinantni plazmidi 
Za izvedbo dvojnega luciferaznega testa smo uporabili rekombinantne plazmide, navedene 
v Preglednici 5. 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih plazmidov ter njihove karakteristike 
Plazmid  Opis 
pELAM-1 LUC V plazmidni vektor vstavljen gen za zapis za luciferazo Photinus pyralis pod NF-κB 
odzivnim promotorjem (darilo dr. Carstena Kirschninga, University Hospital Essen, 
Nemčija). 
phRL-TK Sesalski ekspresijski in poročevalski plazmidni vektor z zapisom za luciferazo iz 
Renille reniformis pod kontrolo konstitutivnega promotorja (Invitrogen). 
phFLAG TLR4 myc Plazmidni vektor z zapisom za človeški TLR4 in označevalcem myc (darilo dr. 
Carstena Kirschninga, University Hospital Essen, Nemčija). 
pDUO hMD-2 CD14 Plazmidni vektor z zapisom za človeški protein MD-2 in CD14 (Invitrogen). 
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3.1.5 Gojišča 
Pri delu smo uporabili gojišča, katerih sestava je navedena v spodnji preglednici. 
Preglednica 6: Uporabljena gojišča pri delu s celičnimi kulturami 
Gojišče   Sestava  
Gojišče za celice HEK293  DMEM GlutaMAX™, 10 % FBS (v/v), 1 g/L glukoza, 1 % 
(v/v) penicilin/streptomicin 
Gojišče za dendritične celice  RPMI 1640 Lg- GlutaMAX™, 20 % FBS (v/v), 2 mM L-
glutamin, 1 % (v/v) penicilin/streptomicin   
Gojišče za celice T CD4+  RPMI 1640 Lg- GlutaMAX™, 10 % FBS (v/v), 2 mM L-
glutamin, 1 % (v/v) penicilin/streptomicin 
3.1.6 Protitelesa in rekombinantni proteini 
Preglednica 7: Seznam protiteles in rekombinantnih proteinov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu 
Protitelo oz. rekombinantni protein  Proizvajalec 
Mišji rekombinantni GM-CSF  Pepro Tech, Anglija 
Primarno mišje protitelo Alexa Fluor® 488 anti-mouse CD11c Miltenyi Biotec, Nemčija 
Izotipska kontrola Alexa Fluor® 488 Armenian Hamster IgG Isotype control Miltenyi Biotec, Nemčija 
Mišji blokator FcR Blocking Reagent mouse Miltenyi Biotec, Nemčija 
Primarno mišje protitelo FITC anti-mouse CD4 Antibody Miltenyi Biotec, Nemčija 
3.1.7 Primarne in trajne celične kulture 
Pri delu smo uporabili sesalske celične linije in mišje primarne celične kulture, navedene v 
Preglednici 8. 
Preglednica 8: Celične kulture 
Celična kultura Opis 
HEK293  Trajna celična linija človeških embrionalnih ledvičnih celic, pridobljena s 
transformacijo DNA adenovirusa 5. 
HEK293T Trajna celična linija človeških embrionalnih ledvičnih celic, pridobljena s 
transformacijo DNA adenovirusa 5 in dodatnim zapisom za SV40 T-antigen. 
Mišje dendritične 
celice 
Primarna celična linija dendritičnih celic, diferencirana iz celic kostnega mozga 
odraslih C57BL/6 miši (tako imenovana BMDC – bone marrow-derved dendritic 
cells). 
Mišje celice T CD4+ Primarna celična linija mišjih limfocitov T, izolirana iz vranice odraslih C57BL/6 
miši. 
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3.2 METODE DELA 
3.2.1 Sterilizacija materialov, pufrov in raztopin za delo s celičnimi kulturami 
Ves potreben material za delo z celičnimi kulturami je bil pred začetkom dela steriliziran v 
avtoklavu s postopkom sterilizacije z vlažno toploto (20 min, 121 °C, 1.2 bar oz. 1.2 × 105 Pa). 
Termolabilne snovi so bile sterilizirane s filtracijo skozi filter s premerom por 0,2 μm. 
3.2.2 Gojenje celičnih kultur 
3.2.2.1 Odmrzovanje celic  
Za potrebe raziskovalnega dela smo celične kulture, shranjene v kriovialah v parah tekočega 
dušika (– 196 °C) čim hitreje odtalili, da bi se izognili škodljivim učinkom DMSO v gojišču za 
zamrzovanje. Celicam smo dodali 9 mL svežega gojišča DMEM GlutaMAX z 10 % (v/v) FBS 
in 1 g/l glukoze, ter jih nežno premešali. Celice smo nato ločili od preostanka gojišča s 
centrifugiranjem (5 min, 1200 vrt./min, sobna temperatura). Po centrifugiranju smo odstranili 
supernatant in celice resuspendirali v kompletnem gojišču, ki vsebuje vsa potrebna hranila in 
rastne dejavnike za rast ter jih prenesli v ustrezno svežo gojitveno posodico T-75.  
3.2.2.2 Zamrzovanje celic 
Celice smo najprej odstranili izrabljeno gojišče in jih sprali s 5 mL 1 × PBS. Nato smo jih 
tripsinizirali s 2 mL tripsina z dodatkom EDTA, ki povzroči odlepljanje celic iz podlage. Celice 
smo ločili od preostanka gojišča s centrifugiranjem (5 min, 1200 vrt./min, sobna temperatura). 
Odstranili smo supernatant, celice resuspendirali v kompletnem gojišču za zamrzovanje do 
končnega volumna 1 mL in suspenzijo prenesli v krioviale za zamrzovanje. V te smo dodali tudi 
DMSO, ki ima vlogo krioprotektanta in preprečuje nastanek vodnih kristalov. Postopek 
zamrzovanja celic je potekal postopoma, in sicer so bile najprej izpostavljene temperaturi – 80 
°C za 24 ur, nato je sledil prenos v posodo s tekočim dušikom (~ – 189 °C). 
3.2.2.3 Štetje celic 
Število celic smo določili s pomočjo avtomatiziranega števca celic Countess. Iz gojišča smo 
vzeli 10 µl celične suspenzije in ji dodali raztopino barvila Trypan blue v razmerju 1 : 1. 
Barvilo Trypan blue prehaja samo skozi poškodovano membrano mrtvih celic, ne pa tudi 
skozi membrano živih in zdravih celic. Tako omogoča ločevanje med mrtvimi in živimi 
celicami v suspenziji ter določitev števila živih (neobarvanih) celic.  
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3.2.2.4 Celični liniji HEK293 in HEK 293T 
Človeška celična kultura HEK293 (ang. human embryonic kidney 293 cells) je imortalizirana 
celična linija, pridobljena na Nizozemskem v zgodnjih sedemdesetih letih 20. stoletja s 
transformacijo normalnih človeških embrionalnih celic z modificirano DNA adenovirusa 5. 
V in vitro pogojih jo je razmeroma enostavno gojiti, saj imajo celice visoko in teoretično 
neomejeno delitveno sposobnost.  
 
Pri raziskavi smo uporabili tudi celično linijo človeških embrionalnih ledvičnih celic 
HEK293T (ang. human embryonic kidney 293 cells), ki vsebuje dodatni SV40 veliki T-
antigen. Omenjeni antigen omogoča visoko raven izražanja vnesenih ekspresijskih 
plazmidov in ima neokrnjen interferonski sistem.  
3.2.2.5 Gojenje celic HEK293 in HEK 293T 
Celične linije smo gojili pri temperaturi 37 °C in v atmosferi s 5 % CO2. Celice rastejo v 
adherentnem monosloju in v kratkem času prerastejo površino gojitvene posodice, zato rast 
ni več konfluentna. Ko so celice dosegle kritično gostoto (80 do 90 %), smo jih presadili. 
Najprej smo odstranili izrabljeno gojišče, jih sprali s 5 mL 1x PBS pufra in nato tripsinizirali 
z 2 mL tripsina z dodano EDTA, ki je povzročil odlepljanje celic iz podlage. Celice smo 
inkubirali 3 min in nato dodali 5 mL svežega gojišča z namenom nevtralizacije encima. 
Skupaj z gojiščem smo jih zbrali v 15 mL centrifugirki in centrifugirali 5 min na 1200 
vrt./min pri sobni temperaturi. Supernatant smo odstranili in celice resuspendirali v 
ustreznem kompletnem gojišču do končnega volumna 10 mL. 10 % celotnega volumna celic 
smo vrnili v gojitveno posodico in dodali primerni gojitveni medij. Celice smo predhodno 
tudi prešteli s pomočjo avtomatiziranega števca celic Countess, jih redčili in jih nato 
uporabili za nadaljnje delo. 
3.2.3 Izolacija stresnih zunajceličnih veziklov (sEV) 
Stresne zunajcelične vezikle smo izolirali s pomočjo celične linije HEK293, ki smo jo 
vzdrževali v inkubatorju. Celice smo nasadili v petrijevke z dodatkom 10 mL gojišča 
DMEM, ki je vsebovalo 10 % FBS, z gostoto 1,5 × 106 celic/mL in jih gojili v inkubatorju 
pri pogojih 37 °C in 5 % CO2 čez noč. Naslednji dan smo celicam odstranili izrabljeno 
gojišče ter jih dvakrat sprali s pufrom HBSS, ki je vseboval 2,5 mM koncentracijo CaCl2. 
Pri prvem spiranju smo z nagnjeno petrijevko, počasi in previdno, sprali celice s 5 mL pufra 
HBSS. Pufer smo nato odsesali in ponovno sprali z 10 mL pufra HBSS, ki je vseboval 5 mM 
CaCl2 in 12 μM kalcijevega ionoforja A23187. Sledila je inkubacija v inkubatorju. Ko je 
bilo približno 60 % celic odlepljenih od podlage (po 50 min do 1 h) smo supernatant prenesli 
v falkonke ter centrifugirali 15 min pri 2300 vrt./min in 24 °C. Po centrifugiranju smo 
supernatant prenesli v ultracentrifugirke, s pomočjo katerih smo izolirali sEV. To smo 
dosegli z metodo ultracentrigugiranja s pomočjo ultracentrifuge Beckman (tip rotorja 50Ti), 
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in sicer dvakrat po 1 h pri 30.000 vrt./min in 4° C. Previdno smo odstranili supernatant ter 
pelete sEV resuspendirali v 150 - 250 µL pufra PBS. Sledilo je določanje velikosti sEV z 
dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS). Koncentracijo sEV smo kvantitativno določili s testom 
BCA (ang. bicinchoninic acid assay). 
3.2.4 Merjenje velikosti in števila sEV z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS)  
Porazdelitev velikosti in števila sEV smo analizirali z dinamičnim sipanjem svetlobe (ang. 
dynamic light scattering, DLS). 100 ml izoliranih sEV smo prestavili v primerno kiveto in 
opravili meritev na napravi ZetasizerNano (Malvern) pri temperaturi 20  C z laserjem 633 
nm laserjem pod kotom 173°. Pridobljene podatke smo analizirali s programskim orodjem 
Zeta Sizer 7.03. 
3.2.5 Določanje koncentracije proteinov v suspenziji sEV z biokemičnim testom 
BCA 
Test z bikinhonsko kislino (BCA) omogoča določitev končne koncentracije proteinov v 
analiziranem vzorcu. Metoda temelji na biuretski reakciji, pri kateri proteini v alkalnem 
mediju reducirajo bakrove ione Cu2+ do ionov Cu1+. Oksidirani Cu1+ nato tvorijo komplekse 
z dvema molekulama bikinhonske kisline, kar vidimo kot nastanek vijolično obarvanega 
reakcijskega produkta. Vodotopni kompleks nam omogoča tako kvantitativno kot tudi 
kvalitativno analizo proteinov v vzorcih, saj intenziteta obarvanosti produkta linearno 
narašča s koncentracijo proteinov v vzorcu.  
 
Za natančno določitev koncentracije proteinov smo izvedli spektrofotometrično analizo z 
znanimi standardnimi koncentracijami govejega serumskega albumina (BSA), in sicer: 
0.125 mg/mL, 0.250 mg/mL, 0.5 mg/mL ter 0.75 mg/mL. Test smo izvedli na mikrotitrski 
plošči s 96 luknjami, kjer smo v prvo vdolbinico nanesli zgolj destilirano vodo (negativna 
kontrola), v drugo redčen vzorec sEV (25 µl vzorca sEV + 5 µl destilirane vode), nato so 
sledile naraščajoče koncentracije standarda. V vse luknjice smo dodali 200 μl reakcijske 
raztopine (BCA + 4 % CuSO4, v razmerju 49:1).Sledila je 30 min inkubacija pri temperaturi 
37 °C. Absorbanco nastalega barvnega kompleksa smo izmerili na spektrofotometru BioTek 
SynergyMx pri 562 nm. Koncentracijo proteinov v suspenziji sEV smo izračunali s pomočje 
enačbe iz umeritvene krivulje.  
3.2.6 Transfekcija celic HEK293 in HEK293T 
Transfekcijo človeških celičnih kultur HEK293 in HEK293T smo izvedli s kemijsko metodo 
lipofektaminske transfekcije, ki se pogosto uporablja v molekularni in celični biologiji. Pri 
delu smo uporabili transfekcijski reagent Lipofectamine 2000, ki omogoča tvorbo kationskih 
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liposomov v vodnem okolju. Liposomi interagirajo z negativno nabito molekulo DNA, tako 
da se elektrostatski naboji izničijo, sama molekula DNA pa lahko vstopi v celico.   
 
Za uspešno izvedbo transfekcije smo uporabili medij OptiMEM, v katerem smo redčili 
plazmidno DNA. Vzporedno smo pripravili tudi redčitve transfekcijskega reagenta 
Lipofectamine 2000. Sledila je petminutna inkubacija pri sobni temperaturi, nato pa smo 
mešanico dodali redčenim vzorcem plazmidne DNA. Vse skupaj smo inkubirali 25 min na 
sobni temperaturi, da so nastali transfekcijski kompleksi in nato transfekcijsko mešanico 
DNA in lipidnih kompleksov dodali celicam, ki smo jih inkubirali čez noč pri temperaturi 
37 °C in 5 % CO2 v inkubatorju. Naslednji dan smo celicam previdno odstranili trasfekcijski 
reagent, ki je toksičen, in zamenjali gojišče s 100 μl svežega DMEM z 10 % FBS. Sledila je 
stimulacija s 100 ng/mL endotoksina S-LPS ter z 2 in 5 µg/mL izoliranih sEV. Stimulacija 
je potekala 16 ur, nato smo celicam odstranili izrabljen medij in jih lizirali z ustrezno 
redčenim liznim pufrom (redčen z destilirano vodo v razmerju 1:5). Do merjenja luciferazne 
aktivnosti smo celice hranili na – 20 °C.  
3.2.7 Merjenje aktivnosti TLR4/MD-2 z dvojnim luciferaznim testom 
Aktivacijo receptorja TLR4/MD-2 smo določili z dvojnim luciferaznim testom, s pomočjo 
dveh reporterskih plazmidov, pELAM-1 luc in phRL-TK. Izražanje reporterskega plazmida 
pELAM-1 luc je pod kontrolo promotorja za dejavnik transkripcije NF-κB in predstavlja 
reporterja aktivacije kompleksa TLR4/MD-2. Ta pot je posredno stimulirana z dodatkom S-
LPS in sEV. Količina reporterske luciferaze je torej odvisna od stopnje aktivacije celic, 
semikvantitativno pa jo lahko določimo z merjenjem sproščene svetlobe ob dodatku 
substrata luciferina, ki ga cepi. Konstitutivno izražen reporterski plazmid phRL-TK je pod 
kontrolo promotorja za timidin-kinazo. Služi nam za končno normalizacijo rezultatov oz. 
predstavlja kontrolo učinkovitosti transfekcije. 
 
Celice HEK293 smo transficirali s plazmidi, ki so vsebovali zapis za divji tip hTLR4, hMD-
2/CD14 (oba 1 ng plazmida na luknjo), za inducibilno ELAM-1 luc (30 ng plazmida na 
luknjo) in za konstitutivno hRL-TK (3 ng plazmida na luknjo).  
3.2.7.1 Merjenje luciferazne aktivnosti 
Aktivnost luciferaze in renil-luciferaze smo ocenili preko merjenja kemoluminiscence. 
Najprej smo pripravili ustrezne raztopine za aktivacijo signalne kaskade TLR4 po navodilih 
proizvajalca: pufer za kresničkino luciferazo in pufer za luciferazo iz Renille. 
 
Encima za svoje delovanje uporabljata različne substrate, zato je njuno aktivnost mogoče 
meriti hkrati v istem vzorcu. Ob aktiviranem receptorskem sistemu TLR4/MD-2 se k vzorcu 
celic dodani luciferin (substrat kresničkine luciferaze) oksidira do oksiluciferina, kot 
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posledica delovanja encima kresničkine luciferaze. Sprosti se zaznavna svetloba, ki jo 
merimo z luminometrom. Uspešnost transfekcije (število celic, ki so sprejele plazmid z 
zapisom za RL-TK) lahko normaliziramo z merjenjem luminiscence dodatnega 
reporterskega sistema, ki vključuje encim luciferazo iz Renille. Gre za kresničkini luciferazi 
podoben encim, ki cepi substrat koelentrazin. Sproščena svetloba je sorazmerna količini 
cepljenega substrata in jo lahko izmerimo na avtomatskem luminometru. Za izračun 
relativne luciferazne aktivnosti (RLA) smo izmerjene vrednosti kresničkine luciferaze 
normalizirali z izmerjenimi vrednostmi luciferaze iz Renille, ki se izraža ne glede na 
učinkovitost aktivacije TLR4/MD-2.  
 
Preden smo začeli z merjenjem luminiscence smo vzeli lizirane celice iz zamrzovalnika in 
jih počasi odtajali na sobni temperaturi. Mikrotitsko ploščo smo nato vstavili v aparat za 
merjenje bioluminiscence Orion 2. Ta najprej izmeri ozadje, nato injicira reagent za 
kresničkino luciferazo ter izmeri svetlobni signal merjenega encima. Nato doda pufer za 
luciferazo iz Renille, ki z inhibicijo kresničkine luciferaze omogoči, da je vsa emitirana 
svetloba zgolj posledica cepitve substrata koloenterazina.  
3.2.8 Primarne celične kulture mišjih dendritičnih celic (BMDC) 
Prvi korak pri pripravi primarnih celičnih kultur je izolacija celic kostnega mozga iz kosti 
C57BL/6 miši. Z živalmi so rokovale izključno zaposlene osebe Kemijskega inštituta v 
Ljubljani, ki imajo dovoljenje za izvajanje poskusov na živalih. Celotna raziskava v 
magistskem delu je bila izvedena na tkivih neživih živali z namenom priprave celičnih 
suspenzij za izolacijo dendritičnih celic. Miši so bile žrtvovane z uporabo CO2 in cervikalno 
dislokacijo v skladu s Pravilnikom o pogojih za izvajanje poskusov na živalih, ki ga določa 
Uprava Republike Slovenije za varno hrano,veterinarstvo in varstvo rastlin (Uradni list RS, 
št. 37/13 in 89/14). Starost in spol miši za namene naše razikave nista bila pomembna. 
3.2.8.1 Izolacija celic iz kostnega mozga (KM) 
Mišje dendritične celice smo diferencirali iz celic, ki smo jih izolirali iz kostnega mozga 
C57BL/6 miši po spodaj opisanem postopku spiranja kosti. Za izolacijo smo uporabili kosti 
štirih C57BL/6 miši. Kosti golenice in stegnenice je za nas pripravila sodelavka Kemijskega 
inštituta in jih do nadaljnjega dela shranila v PBS.  
 Princip izolacije:  
PBS, v katerem so bile shranjene kosti golenice in stegnenice, smo previdno odlili ter kosti 
prebrisali s 70 % raztopino etanola. Pripravili smo 50 mL centrifugirko ter prazno petrijevko. 
Spodnjo stran petrijevke smo uporabili kot podlago za pridobitev kostnega mozga. 5 mL 
injekcijsko brizgo z iglo (26 G) smo napolnili z medijem za izolacijo celic RPMI-1640 + 20 
% FBS. Kostem smo z ostrimi škarjami/skalpelom na obeh straneh odrezali konce ter z 
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injekcijsko iglo, napolnjeno z RPMI-1640 + 20 % FBS, sprali njihovo vsebino v prazno 
petrijevko. Izpiranje smo ponavljali, dokler kosti niso postale skoraj popolnoma bele. Ker se 
kostni mozeg nahaja v skupkih, smo celice resuspendirali s pomočjo pipete ter jih prenesli v 
50 mL falkonko. Celice smo posedli z desetminutnim centrifugiranjem pri 300 × g in 4 °C. 
Usedlini smo dodali 10 mL 0,88 % NH4Cl za lizo eritrocitov in inkubirali vse skupaj 10 min 
v inkubatorju. Sledilo je desetminutno centrifugiranje pri 300 × g, nato smo celicam 
odstranili supernatant ter jih resuspendirali v 20 mL gojišča RPMI-1640 + 20 % FBS. Celice 
smo predhodno tudi prešteli s pomočjo avtomatiziranega števca celic Countess, jih redčili in 
nato uporabili za nadaljnje delo. 
 Priprava in diferenciacija DC z rastnimi faktorji  
Izolirane celice smo nasadili v 10 cm2 velike petrijevke z gostoto 1 × 106 celic/mL medija 
ter jim dodali ustrezen volumen (do 10 mL) gojitvenega medija RPMI-1640, ki je vseboval 
20 % FBS (v/v) in 1 % (v/v) penicilin/streptomicin. Celicam smo v gojišče dodali še 20 
ng/mL mišjega rastnega faktorja GM-CSF, ki sproži diferenciacijo mišjih celic kostnega 
mozga v DC. Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Po 48 urah smo previdno 
s pomočjo pipete odstranili nepritrjene (nediferencirane) celice in celične debrije ter dodali 
sveže gojišče RPMI-1640 + 20 % FBS z začetno koncentracijo mišjega rastnega faktorja 
GM-CSF. Po dveh dneh smo celicam zopet dodali svež medij (tokrat brez GM-CSF). Sedmi 
dan smo celice zbrali v falkonke; z rahlim pipetiranjem ob steno petrijevke smo izolirali vse 
rahlo/napol pritrjene in plavajoče celice (bodoče DC). Pazili smo, da nismo odsesali tudi 
pritrjenih celic. Celice smo posedli z desetminutnim centrifugiranjem pri 1500 vrt./min ter 
jih resuspendirali v ustreznem volumnu gojitvenega medija. Predhodno smo jih tudi prešteli 
s pomočjo avtomatiziranega števca celic Countess, jih redčili in jih nato uporabili za 
genomske in proteinske analize citokinov.  
3.2.9 Vrednotenje transkipcije citokinov v izoliranih BMDC 
3.2.9.1 Izolacija mRNA  
BMDC smo nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami z gostoto 1 × 106 celic/luknjo en dan pred 
stimulacijo. Naslednji dan smo celice stimulirali z dodatkom biološko aktivnih komponent 
sEV (5 µg/mL in 10 µg/mL) in endotoksina S-LPS (50 ng/mL). Celice smo 6 ur inkubirali 
v inkubatorju pri 37 °C in 5% CO2. Sledila je izolacija mRNA s pomočjo kompleta reagentov 
HighPure RNA (Roche). Izolacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca. 
3.2.9.2 Čiščenje izolirane mRNA 
Pridobljeno RNA je pred postopki nadaljnje analize potrebno očistiti. Ker želimo odstraniti 
vso DNA, prisotno v vzorcu, v ta namen uporabimo encim DNazo. Razgradnjo DNA smo 
izvedli z ustreznim pufrom, katerega sestava je opisana v Preglednici 9. 
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Preglednica 9: Sestava reakcijske mešanice za razgradnjo DNA 
Komponenta Končna koncentracija/masa Volumen [μl] 
mRNA 1 μg  
RQ1 10X DNazni reakcijski pufer 1 x 1 
RQ1 RNase-Free DNaza 1U/μg RNA 1 
MQ brez nukleaz  Do 10 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 30 minut na 37 °C. Nato smo dodali 1 μl EDTA za 
ustavitev reakcije ter inkubirali 10 minut na 65 °C. 
3.2.9.3 Reverzna transkripcija 
Izolirano mRNA primerne kakovosti in količine smo prepisali v cDNA. Za izvedbo reverzne 
transkripcije smo uporabili komplet reagentov High capacity cDNA reverse transcription po 
postopkih, podanih od proizvajalca (Preglednica 10). 
Preglednica 10: Sestava reakcijske mešanice za reverzno transkripcijo 
Komponenta Končna koncentracija/masa Volumen [μl] 
10 x pufer za reverzno transkriptazo 1 x 2 
25x dNTP Mix (100 mM) 1 x 0,8 
Naključni začetni oligonukleotid - povratni 
(10 μM) 
MultiScribe™ Reverzna transkriptaza  
(50 U/μl) 
1 µM 
 
2,5 U/ μl  
2 
  
1 
Matrična mRNA 1 μg  10 
MQ  do 10 
Končni volumen  20 
Reakcija reverznega prepisa je potekala po temperaturnem programu reverzne transkripcije, 
prikazanem v Preglednici 11. Za doseganje ciklov temperatur smo uporabili Veriti® 96-Well 
Thermal Cycler. 
Preglednica 11: Temperaturni profil reverzne transkripcije 
Stopnja   Temperatura [°C]  Čas [min] 
1  25  10 
2  37  120 
3  85  5 
4  10 ∞ 
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3.2.9.4 Kvantitativni PCR 
Izražanje specifičnih genov za citokine smo določili glede na trenutno količino mRNA 
provnetnih citokinov, izražene kot faktor aktivacije (ang. fold increase) v primerjavi z 
nestimuliranimi (kontrolnimi vzorci). Količino pridobljene cDNA smo določili z verižno 
reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR). Razlika s klasično metodo PCR je 
kvantitativno vrednotenje količine nastalega produkta kot rezultat fluorescence različnih 
flourescentnih barvil. 
Celoten vzorec cDNA (20 μl) smo razredčili z MQ (40 μl), da smo dobili vzorce s primerno 
koncentracijo za nadaljnjo analizo. Reakcijsko mešanico (Preglednica 12) smo pripravili z 
dodatkom ustreznega volumna začetnih oligonukleotidov, reagenta LightCycler® 480 
SYBR Green I Master ter vode brez nukleaz. Na koncu smo dodali še cDNA, ki je služila 
kot matrica za prepis. 
Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za kvantitativni PCR 
Komponenta  Koncentracija/masa  Volumen [μl]  
Vzorec   5 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master  10  
250 x redčen smerni oligonukleotid 0,4μM  0,08  
250 x redčen protismerni oligonukleotid  0,4μM  0,08  
MQ   4,84  
Končni volumen   20  
Vse skupaj smo napipetirali na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinami, pokrili z optično folijo, 
premešali na mešalcu ter centrifugirali eno minuto pri 1600 vrt./min. Reakcija je potekala 
po temperaturnem profilu, opisanem v Preglednici 13. 
Preglednica 13: Temperaturni profil kvantitativnega PCR 
Stopnja Opis Temperatura [°C] Čas  Število ciklov  
1  začetna denaturacija  95  15 min  1   
2  denaturacija  95  15 s    
3  prileganje oligonukleotidov  60  30 s    
4  podaljševanje  72  30 s    
5  zadnje podaljševanje  76  10 s  1   
6  hlajenje  10  ∞  1  
Kot endogeno kontrolo smo uporabili hišni gen Gapdh oz. gen za encim gliceraldehid 3-
fosfat dehidrogenaza. Merili smo pet različnih tarčnih genov provnetnih citokinov, in sicer: 
Il23, Il1b, Tgfb, Tnfa in Il6.  
 
45  
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Rezultate reakcije smo uporabili za določitev relativnega izražanja tarčnih genov. 
Preračunali smo ga kot faktor povečanja ekspresije tarčnih genov z uporabo primerjalne 
metode 2-ΔΔCt, kjer je bil eden izmed vzorcev izbran kot kalibrator za določanje sprememb. 
3.2.10 Preverjanje uspešnosti diferenciacije v DC 
 Priprava celičnih suspenzij za analizo s pretočnim citometrom 
Prisotnost CD11c smo merili pred stimulacijo DC s sEV. Za preverjanje posameznega 
membranskega označevalca s pretočno citometrijo smo uporabili 2 × 106 celic/mL.  
 
V ločeno mirkocentrifugirko smo odpipetirali 400 µl celične suspenzije DC ter centrifugirali 
pet minut pri 1500 vrt./min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v 90 µl pufra MACS. Dodali smo 10 µl blokatorja FcR Blocking Reagent ter 
inkubirali na ledu deset minut. Celično vsebino smo odpipetirali v tri ločene 
mikrocentrifugirke ter v vsako dodali 77 µl pufra MACS. Prva mikrocenifugirka je bila 
kontrolna (netretirane celice), v drugo smo dodali 10 µl izotipske kontrole, monoklonsko 
protitelo IgG, konjugirano s fluorescentinim barvilom Alexa Fluor 488, v tretjo pa smo 
dodali 10 µl monokolonskega protitelesa proti-CD11c, konjugiranega s fluorescentinim 
barvilom Alexa Fluor 488. Celice z dodanimi protitelesi smo 20 minut inkubirali v temi na 
sobni temperaturi. Po pretečenem času smo jih centrifugirali pet minut pri 1500 vrt./min in 
4 °C. Odstranili smo supernatant, celice resuspendirali v 100 µl pufra MACS in jih do analize 
na pretočnem citometru hranili v temi. 
3.2.11 Preverjanje biološke aktivnosti kompleksov na primarni celični liniji mišjih 
BMDC 
Da bi ugotovili, ali izolirani sEV aktivirajo imunski odziv na primarni celični liniji mišjih 
DC, smo z njimi stimulirali izolirane DC. Stimulacija DC s sEV in endotoksinom S-LPS 
obenem sproži povečano proizvodnjo številnih citokinov, ki smo jih spremljali s 
komercialno dostopnimi encimskoimunskimi testi ELISA (ang. enzyme-linked 
immunosorbent assay). Pri izvedbi testov smo sledili navodilom proizvajalcev. 
3.2.11.1 Merjenje citokinov v supernatantih in lizatih celičnih kultur BMDC z encimsko 
imunskim testom ELISA 
Za določitev koncentracije proteinov v gojišču rastočih DC ter v samih liziranih DC, smo 
uporabili komercialno dostopne encimskoimunske teste. Prisotnost citokinov smo določili s 
posredno imunsko metodo ELISA. Na površino mikrotitrske plošče smo najprej vezali 
lovilno protitelo (ang. capture antibody) z vezavnim mestom za del antigena v 
preiskovanevm vzorcu, dodali vzorec in nato slednjemu dodali detekcijsko protitelo (ang. 
detection antibody), usmerjeno proti drugemu delu antigena v preiskovanem vzorcu. Na 
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detekcijsko protitelo se nato veže še sekundarno protitelo, konjugirano z encimom. Ob 
dodatku ustreznega substrata pride do biokemične reakcije cepitve substrata in spremembe 
barve, ki jo kvantitativno določimo s spektrofotometrično analizo. Princip posrednega 
encimskoimunskega testa je prikazan na Sliki 6.  
 
Slika 6: Princip delovanja posrednega encimskoimunskega testa ELISA (MyBioSource, 2020). 
DC smo izolirali po postopku opisanem v poglavju 3.2.8.12. Nato smo jih nacepili na plošče 
s 96 luknjicami z gostoto 5 × 105 celic/luknjo v 100 µl gojišča (za detekcijo citokinov TGF-
β, IL-23) ter 2 × 105 celic/luknjo v 100 µl gojišča (za detekcijo citokinov IL-1β, IL-6, TNF-
α). Sledila je stimulacija z endotoksinom S-LPS (50 ng/mL) ter dvema različnima 
koncentracijama sEV (5 µg/mL in 10 µg/mL). Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 
5 % CO2.   
 Zbiranje supernatanta in lizata stimuliranih BMDC 
Zanimalo nas je tako časovno okno izločanja posazmeznih citokinov, kot tudi njihov vzorec 
izražanja in obenem njihova lokacija (znotraj oz. zunaj celice). S tem namenom smo 
supernatante in lizate DC zbirali v različnih časovnih intervalih, in sicer 6, 8, 16 ter 20.5 ur 
po stimulaciji s sEV oz. endotoksinom S-LPS.  
Po koncu stimulacije smo supernatante DC pobrali previdno, tako da nismo odlepili tudi 
celic in jih prenesli na novo mikrotitrsko ploščo. Ploščo s supernatanti smo do nadaljnje 
analize hranili na – 80 °C.  
 
Za pripravo celičnih lizatov smo preostanek celic na mikrotitrski plošči najprej 
resuspendirali v 50 μl pufra RIPA, ki smo mu dodali koktejl inhibitorjev proteaz v razmerju 
1 : 100. Celice smo 30 minut inkubirali na ledu. Sledil je postopek 2-minutne sonifikacije v 
ledeno mrzli vodi. Vzorce smo nato centrifugirali pri maksimalni hitrosti (13–14.000 
vrt./min) deset minut v ohlajeni centrifugi (4 °C). Supernatante smo prenesli v svežo 
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mikrocentrifugirko in jih imeli do nadaljnje analize shranjene na ledu. Vzorce smo pred 
nanosom ustrezno redčili (1 : 1.25; 1 : 2; 1 : 12 in 1 : 20), da smo prišli v območje umeritvene 
krivulje za merjene citokine. 
3.2.12 Določitev najprimernejše metode za izolacijo limfocitov T CD4+ iz vranice 
Po pregledu člankov, objavljenih protokolov in izkušenj raziskovalcev smo sestavili 
najprimernejši postopek za izolacijo limfocitov T CD4+. Mišje naivne limfocite T CD4+ 
smo izolirali iz vranice C57BL/6 miši z negativno selekcijo s pomočjo magnetnega 
sortiranja.  
 
Za izolacijo smo uporabili vranici dveh C57BL/6 miši. Vranici je za nas pripravila sodelavka 
Kemijskega inštituta in ju do začetka dela shranila v PBS. 
3.2.12.1 Izolacija limfocitov T CD4+  
Prvi korak pri izolaciji limfocitov T CD4+ je priprava suspenzije mišjih splenocitov, ki smo 
jih pridobili s postopkom maceracije z injekcijsko brizgo. 
 
PBS, v katerem sta bili shranjeni vranici, smo previdno odlili. Spodnjo stran petrijevke smo 
uporabili kot podlago za pridobitev splenocitov. Vranico smo zmacerirali na čisto majhne 
delčke s pomočjo petmililitrske injekcijske brizge ter celično suspenzijo prefiltrirali skozi 
40-mikrometrsko najlonsko sito v 50-mililitrsko centrifugirko. Pred filtriranjem smo 
namočili mrežo sita. Po filtraciji smo dodali PBS do približno 10 mL končnega volumna. 
Celice smo posedli z 10 min centrifugiranjem pri 300 × g in 4 °C. Pelet smo resuspendirali 
v 10 mL hladnega 0,88 % NH4Cl za lizo eritrocitov in jih 10 minut inkubirali v inkubatorju. 
Po 10 minutnem centrifugiranju pri 300 × g in 4 °C smo celicam odstranili supernatant ter 
jih resuspendirali v 5 mL na 37 °C ogretega gojišča RPMI-1640 z dodatkom 10 % FBS (v/v) 
in 1 % (v/v) penicilina/streptomicina. Celice smo predhodno s pomočjo avtomatiziranega 
števca celic Countess tudi prešteli ter jih nato uporabili za nadaljnje delo. 
3.2.12.2 Magnetno označevanje celic  
Princip: Komplet za izolacijo limfocitov T CD4+ (Naive CD4+ T Cell Isolation Kit mouse) 
vsebuje različna protitelesa, ki so specifična za krvne celice in ne za celice CD4+. Koktajl z 
biotinom označenih protiteles vsebuje protitelesa, ki se vežejo na kostimulacijske molekule 
CD3a, CD11b, CD7, CD19, CD15, CD25, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, molekule 
razreda MHC II, Ter-119 in TCRγ/δ. Ob dodatku proti-biotin mikrokroglic se nanje vežejo 
predhodno označene celice (ne-naivni limfociti T CD4+), ki ob prehodu skozi kolono v 
magnetnem polju ostanejo ujete vanjo, medtem ko se naivni limfociti T CD4+ eluirajo iz 
kolone (negativna selekcija).  
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Magnetno označevanje je ves čas potekalo na hladnem, uporabljali smo hladne pufre, da bi 
preprečili nespecifično celično označevanje.  
 
Celice smo resuspendirali v 400 µl pufra MACS in dodali 100 μl koktajla z biotinom 
označenih protiteles ter dobro premešali. Vse skupaj smo inkubirali 10 min v hladilniku pri 
2–8 °C. Po inkubaciji smo dodali 200 μl pufra MACS in 200 μl proti-biotin mikrokroglic. 
Dodali smo še 100 µl CD44 mikrokroglic, vse skupaj dobro premešali in inkubirali 10 minut 
v hladilniku pri 2–8 °C. Sledilo je ločevanje celic s pomočjo magnetnega separatorja. 
3.2.12.3 Magnetno ločevanje celic na LS-koloni  
Najprej smo pripravili kolono za magnetno ločevanje celic. Kolono velikosti LS smo 
namestili v magnetno polje MidiMACS™ separatorja. Najprej smo kolono sprali s 3 mL 
pufra MACS ter nato nanesli suspenzijo celic. V svežo ultracentrifugirko smo zbirali svežo 
eluirano frakcijo neoznačenih naivnih limfocitov T CD4+. Ločevanje smo zaključili s 
trikratnim spiranjem kolone s pufrom MACS. Suspenzijo celic smo nato centrifugirali 10 
minut pri 1200 vrt./min in 4 °C. Supernatant smo odlili in celice dobro resuspendirali v 1 
mL pufra. Odvzeli smo 10 μl za štetje celic in preostalo centrifugirali 7 minut pri 1200 
vrt./min. Po centrifugiranju smo supernatant odlili in celice resuspendirali v ustreznem 
volumnu pufra MACS. 
3.2.12.4 Zbiranje limfocitov T CD4+ in preverjanje izražanja kostimulatorne molekule 
CD4 
Izolirane naivne limfocite T CD4+ smo označili s fluorescenčno označenimi monoklonskimi 
protitelesi, specifičnimi za posamezno vrsto molekul, izražene na njihovi površini. Čistost 
izolirane populacije limfocitov T CD4+, ki je bila vedno nad 95 %, potrdimo z vezavo  
monoklonskega protitelesa proti-CD4, konjugirano s fluorescentnim barvilom FITC. Nivo 
izražanja molekul CD4 na površini limfocitov T smo določili s pomočjo pretočnega 
citometra. 
 
V ločeno mikrocentrifugirko smo odpipetirali 400 µl celične suspenzije izoliranih limfocitov 
T ter centrifugirali pet minut pri 1500 vrt./min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant 
in celice resuspendirali v 90 µl pufra MACS. Dodali smo 10 µl blokatorja FcR Blocking 
Reagent ter inkubirali 10 minut na ledu. Celično vsebino smo odpipetirali v dve ločeni 
mikrocentrifugirki ter v vsako dodali 77 µl pufra MACS. Prva mikrocenifugirka je bila 
kontrolna (netretirane celice), v drugo pa smo dodali 10 µl monoklonskega protitelesa proti-
CD4, konjugirano s fluorescentinim barvilom FITC. Od tu naprej smo sledili protokolu, 
opisanem v poglavju 3.2.10.  
 
 
33 
Erjavec K. Diferenciacija limfocitov T s stresnimi zunajceličnimi vezikli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
3.2.13 Diferenciacija mišjih efektorskih limfocitov T CD4+ v celice tipa Th17  
Naivne limfocite T CD4+ smo diferencirali v celice Th17 na dva ačina:  
1. Kokultivacija naivnih limfocitov T CD4+, izoliranih iz splenocitov z 
imunomagnetno selekcijo, in BMDC.  
Dodatek protiteles v obliki proti-CD3/proti-CD28 mikrokroglic z vezavo na 
molekule CD3 in CD28 limfocitov T sproži aktivacijo in proliferacijo mišjih T celic. 
Z aktivacijo BMDC s sEV in kokulturo aktiviranih BMDC z naivnimi CD4+ 
limfociti T smo želeli doseči diferenciacijo celic v tip Th17.  
 
2. Diferenciacija izoliranih naivnih limfocitov T CD4+, izoliranih iz splenocitov z 
imunomagnetno selekcijo, v Th17 s pomočjo kompleta reagentov Mouse Th17 Cell 
Differentiation Kit. 
 
3.2.13.1 Kokultura mišjih BMDC in naivnih limfocitov T CD4+  
Naivne limfocite T CD4+ smo gojili skupaj s primarno kulturo BMDC (poglavje 3.2.8.1) v 
razmerju 1:10. T celice smo nasadili na plošče s 96 luknjami z gostoto 4 × 105 celic/luknjo. 
Za kultivacijo celic smo uporabili gojišče RPMI-1640 + 10 % FBS (v/v) in 1 % (v/v) 
penicilina/streptomicina, predhodno segret v inkubatorju. Celice T smo gojili ločeno ali 
skupaj z BMDC kot kokulturo. Limfocite T CD4+ smo stimulirali z dodatkom proti-
CD3/proti-CD28 mikrokroglic Dynabeads Mouse T-Activator CD3/CD28 v razmerju 1 : 3, 
ki sprožijo aktivacijo in proliferacijo mišjih T celic. Mikrokroglice smo dodali po navodilih 
proizvajalca, tako da smo jih predhodno sprali na magnetu DynaMag™. Nato smo jih 
resuspendirali v ustreznem volumnu pufra PBS z dodatkom 0.1 % BSA. Del celic smo 
stimulirali še z dodatkom 5 ali 10 µg/mL sEV. Plošče in epruvete smo inkubirali pri 37 °C 
in 5-odstotnim CO2.  
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Slika 7: In vivo v primerjavi z in vitro T-celično aktivacijo in proliferacijo. 
Dynabeads® Mouse T-Activator CD3/CD28 posnema in vivo T-celično aktivacijo in proliferacijo s strani 
APC (DC), tako da z vezavo protiteles na CD3 in CD28 aktivira receptorja. Prikazana je njuna vezave na 3D 
kroglico, ki je primerljive velikosti kot APC (Thermo Fisher, 2020). 
Vsak drugi dan smo celice restimulirali z enako količino proti-CD3/proti-CD28 
mikrokroglic in sEV. To smo ponavljali en teden ter ob tem redno preverjali tudi število in 
viabilnost celic na avtomatskem števcu celic Countess. Celice smo vsak dan tudi opazovali 
pod 40-kratno povečavo svetlobnega mikroskopa. Preverjali smo obliko in velikost celic. Če 
so se pojavili skupki celic, smo sklepali, da je potekla proliferacija. Dodaten potrditveni 
kriterij je bilo še rumeno obarvano gojišče, t. j. izrabljeno gojišče. Celična kultura kaže znake 
izčrpanosti po 7–10 dneh, zato je potrebna ponovna restimulacija celic z mikrokroglicami. 
Celično kulturo smo gojili bodisi en teden oz. 14 dni, odvisno od stopnje celične 
proliferacije. Po tem času smo pobrali celični supernatant v epice ter s pomočjo magneta 
DynaMag™ odstranili mikrokroglice. Celice smo posedli z 10-minutnim centrifugiranjem 
na 1200 vrt./min. Po centrifugiranju smo odvzeli  supernatant in ga analizirali na vsebnost 
citokinov z ELISO. 
3.2.13.2 Diferenciacija Th17 s pomočjo Mouse Th17 Cell Differentiation Kit 
Izolirane naivne limfocite T CD4+ smo diferencirali s pomočjo kompleta reagentov 
CellXVivo Mouse Th17 Cell Differentiation Kit. Komplet za diferenciacijo limfocitov T 
vsebuje protitelesa proti-CD3 in proti-CD28, ki omogočajo aktivacijo in proliferacijo 
naivnih limfocitov T CD4+. Diferenciacijo v Th17 smo izvedli po protokolu proizvajalca 
(Slika 8). Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 5 dni. Nato smo pobrali 
celični supernatant in Th17 diferenciacijo ovrednotili s pomočjo testa ELISA na citokin IL-
17. 
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Slika 8: Protokol diferenciacije celic tipa Th17 iz naivnih limfocitov T CD4+ (R&D Systems, 2020). 
3.2.14 Določanje fenotipa izoliranih celic s pomočjo analize na pretočnem citometru 
Nivo izražanja membranskih označevalcev CD11c (označevalec DC) in CD4 (označevalec 
naivnih limfocitov T CD4+) smo merili s pretočnim citometrom PARTEC. Celice smo 
označili z monokolonskimi protitelesi, konjugiranimi s fluorescentinimi barvili Alexa Fluor 
488 ali fluorescein izotiocianat (FITC) po protokolih, opisanih v poglavjih 3.2.10 in 3.2.12.4. 
Izražanje posameznega membranskega označevalca smo primerjali z izotipsko kontrolo in 
kontrolno skupino netretiranih celic.  
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3.2.14.1 Pretočna citometrija 
Pretočni citometer nam omogoča, da v kratkem času analiziramo več tisoč celic, ki potujejo 
skozi hidrodinamski sistem citometra. Poda nam številne informacije o fizikalnih in 
biokemičnih lastnostih celic. Potujoča celica na svoji poti zadane ob laserski žarek, ki 
povzroči sipanje svetlobe na njeni površini. Sipano svetlobo merimo z detektorjem v smeri 
svetlobnega vira (ang. Forward scatter, FSC) in detektorjem pod pravim kotom glede na 
sipano svetlobo (ang. Side scatter, SSC). 
 
Vzorce smo najprej analizirali v okviru parametrov FSC in SSC, ki sta sorazmerna velikosti 
in granuliranosti celic. Večje celice prepustijo manj svetlobe, posledično vidimo močnejši 
signal na grafu. Zrnatost oz. granuliranost je posledica količine in lastnosti membranskih 
celičnih struktur. Podatke smo analizirali s programsko opremo FlowJo. Najprej smo 
rezultate prikazali v obliki diagrama FSC-H/SSC-H, nato smo izbrali populacijo celic glede 
na fluorescenčne parametre konjugiranih fluorokromov. Rezultate analize smo grafično 
prikazali kot intenziteto fluorescence (os x) glede na število dogodkov/celic (os y).   
3.2.15 Preverjanje uspešnosti diferenciacije naivnih limfocitov T CD4+ v tip Th17  
Ker lahko DC v kokulturi aktivirajo limfocite T le do določene mere, smo z dodanimi 
monoklonskimi protitelesi, vezanimi na površino mikrokroglic, ter dodatno stimulacijo s 
sEV hoteli spodbuditi diferenciacijo celic v tip Th17. Podobno smo želeli doseči tudi s 
komercialno uporabljenim kitom za diferenciacijo celic v tip Th17. Oboje smo ovrednotili 
glede na prisotnost citokina IL-17, ki naj bi ga izražale celice tipa Th17, s testom ELISA. 
Pri izvedbi testov smo sledili navodilom proizvajalca. 
3.2.15.1 Določanje citokinov IL-17 in IL-2 z testom ELISA v supernatantu 
Za določitev koncentracije citokinov IL-17 in IL-2 v supernatantu rastočih celic Th17 smo 
uporabili test ELISA. 
 
Kot vzorec smo uporabili celične supernatante rastočih celic, ki smo jih zbrali v sveže 
mikrocentrifugirke, ter jim predhodno, s pomočjo magneta DynaMag™, odstranili 
konjugirane mikrokroglice. Celice smo posedli z 10-minutnim centrifugranjem na 1200 
vrt./min. Po centrifugiranju smo odvzeli supernatant in ga analizirali na prisotnost citokinov. 
3.2.15.2 Koncentriranje supernatanta celic Th17 s pomočjo filtra Amicon 
Z namenom boljše detekcije citokina IL-17 smo celični supernatant skoncentrirali s pomočjo 
filtra Amicon Ultra 0.5 po navodilih proizvajalca. Vzorec smo nato analizirali na prisotnost 
citokina IL-17 kot v poglavju 3.2.15.1. 
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3.3 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Za statistično obdelavo podatkov in predstavitev rezultatov smo uporabili programe 
GraphPad (GraphPad Software, version 8, Inc., ZDA) ter programa Microsoft Office Excel 
2010 (Microsoft, Corp., ZDA) in Microsoft Office PowerPoint 2010 (Microsoft, Corp., 
ZDA). Izračunali smo srednje vrednosti (X), standardne odklone (SD) in standardne napake 
(SE). 
 
Vse poskuse, razen kjer je v besedilu navedeno drugače, smo izvedli v trikratnih ponovitvah 
in prikazali reprezentativne rezultate. Rezultati v obliki grafov so prikazani kot povprečje 
tehničnih ponovitev s standardnimi odkloni. Grafe smo narisali s programoma GraphPad in 
Excel, slikovno gradivo pa smo uredili in predstavili s programom PowerPoint.  
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4 REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA VEZIKLOV, KI SE SPROSTIJO OB OKSIDATIVNEM STRESU 
V prvem delu naloge smo izolirali sEV, ki se sprostijo iz celične linije HEK293 kot posledica 
oksidativnega stresa. Kalcijev ionofor A23187, sprožitelj oksidativnga stresa v celicah 
HEK293, inducira produkcijo TLR4 stimulatornih sEV ter njihovo izločanje v gojišče. Same 
sEV smo izolirali z ultracentrifugiranjem. Koncentracijo proteinov v suspenziji sEV smo 
določili z biokemičnim testom BCA. Absorbanco nastalega barvnega kompleksa smo 
pomerili na spektrofotometru BioTek SynergyMx pri 562 nm. Koncentracijo proteinov v 
analiziranem vzorcu smo izračunali s pomočje enačbe iz umeritvene krivulje.  
 
Ker nas je zanimala tudi velikost izoliranih veziklov v vzorcu, smo opravili analizo z 
dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS). Detektirali smo tako eksosome kot mikrovezikle 
(Slika 9A). Apoptotskih telesc, ki nastanejo tekom sprožene apoptoze ob podaljšanem 
oksidativnem stresu, v vzorcu nismo detektirali. Vrh intenzitete sipanja je bil prisoten pri 
delcih s premerom 120 nm v povprečju, kar predstavlja eksosome in pri 720 nm, kar 
predstavlja mikrovezikle (Slika 9A). Intenziteta sipanja svetlobe je odvisna od velikosti in 
sestave delcev (večji delci sipajo več, zato so vrednosti intenzitete višje). Večja intenziteta 
ne pomeni nujno več delcev. Porazdelitev števila delcev v vzorcu nam pokaže, da je večina 
delcev velikosti cca. 120 nm (Slika 9B). 
 
Slika 9: Določitev velikosti sEV z metodo DLS.  
A) Graf prikazuje porazdelitev relativne intenzitete sipanja svetlobe in odraža velikost delcev v vzorcu. Prvi 
vrh predstavlja eksosome (120 nm), drugi pa  mikrovezike (720 nm). Apoptotskih telesc nismo detektirali. B. 
Graf prikazuje številsko porazdelitev delcev, ki so prisotni v vzorcu. Večino delcev predstavljajo eksosomi. 
4.2 AKTIVACIJA RECEPTORSKEGA KOMPLEKSA TLR4/MD-2 S SEV 
Oksidativni stres vodi v oksidacijo komponent znotraj sEV (predvsem fosfolipidov), ki 
nadalje sprožijo vnetni odziv z aktivacijo signalne kaskade kompleksa TLR4/MD-2. Ker se 
sEV izolira že po standardni metodi, smo želeli preveriti uspešnost izolacije aktivnih sEV z 
dvojnim luciferaznim testom. V naši različici z njim preverjamo, kako signaliziranje s sEV 
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in endotoksinom S-LPS vpliva na aktivnost dejavnika transkripcije NF-B. Zato smo 
potrebovali celice, ki izražajo receptorski kompleks TLR4/MD-2, in ustrezne poročevalce, 
katerih izražanje lahko merimo. Ker celice HEK293T ne izražajo teh proteinov, izražajo pa 
znotrajcelično signalno pot, smo celice transficirali s plazmidi za hTLR4, hMD-2/CD14, 
kresničkino luciferazo pod promotorjem za NF-B in luciferazo Renille za normalizacijo. 
Aktivnost smo merili z dvojnim luciferaznim testom. 
 
Rezultate aktivacij smo normalizirali in jih na grafu prikazali kot relative luciferazne 
aktivnosti (RLU - razmerje Fluc/Rluc) glede na posamezen vzorec. Rezultati merjenja 
luminiscence so prikazani na Sliki 10. 
 
Aktivacija TLR4 je selektivna in odvisna od MD-2. Do aktivacije pride samo v primeru celic 
HEK293T, ki izražajo tako TLR4 kot tudi MD-2. Relativna luciferazna aktivnost in s tem 
povezana aktivacija kompleksa TLR4/MD-2 je odvisna od koncentracije sEV. Povečanje 
razmerja kaže na aktivacijo signalne poti kompleksa TLR4/MD-2 ob stimulaciji s sEV. 
Večjo aktivacijo opazimo pri koncentraciji sEV 5 µg/mL kot pri aktivaciji z 2µg/mL, glede 
na kontrolo. Tudi ob odsotnosti MD-2 (Slika 10, desno) opazimo blago aktivacijo, vendar je 
ta manjša, kot v primeru celic, transficiranih s TLR4 in MD-2 (Slika 10, levo), kar potrjuje, 
da sEV aktivirajo receptorski kompleks TLR4/MD-2. LPS je bil uporabljen kot pozitivna 
kontrola, saj je naravni ligand receptorskega kompleksa TLR4/MD-2. 
 
Slika 10: Aktivacija transkripcijskega faktorja NF-κB v transficiranih celicah HEK293T, preko TLR4/MD-2-
signalizacijske poti. 
HEK293T smo transficirali z reporterskimi plazmidi ter plazmidi, ki kodirajo hTLR4, hMD-2 in CD14 oz. 
samo hTLR4. Celice HEK293T so bile nestimulirane (kontrola) ali stimulirane 16 ur z LPS (100 ng/mL) ali 
sEV (2 ali 5 µg/mL). Aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-κB preko signaliziranja receptorskega 
kompleksa TLR4/MD-2 smo določili z dvojnim luciferaznim testom. Stolpčni grafikon je prikaz povprečja 
treh tehničničnih ponovitev ± SD.  
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Molekulski mehanizem aktivacije kompleksa TLR4/MD-2 z endotoksinom LPS je podoben 
aktivaciji s sEV. Molekula LPS je zelo imunogena, saj je bistveno manjša koncentracija LPS 
(100 ng/mL) potrebna za močno aktivacijo kompleksa TLR4/MD-2 kot v primeru aktivacije 
s sEV obeh koncentracij. LPS vpliva samo na signaliziranje transkripcijskega faktorja NF-
B v transficiranih celicah HEK293T z izraženim receptorjem TLR4/MD-2, ne pa tudi v 
odsotnosti MD-2. Podobni strukturni principi tako mikrobnih signalov (LPS) kot tudi 
signalov nevarnosti (sEV) vodijo v aktivacijo receptorskega kompleksa TLR4/MD-2. Kljub 
nenadomestljivosti TLR4 pri signaliziranju z LPS in sEV, smo ugotovili, da je potreba po 
dodatni kostimulatorni molekuli, to je proteinu MD-2, res nujna.  
4.3 DIEFERENCIACIJA BMDC IZ CELIC, IZOLIRANIH IZ KOSTNEGA 
MOZGA, IN NJIHOVA AKTIVACIJA S sEV 
Ker so DC ene najpomembnejših APC, nas je zanimalo, če so sposobne po stimulaciji s sEV, 
ki se sproščajo ob oksidativnem stresu, izločati citokine, ki bi omogočili diferenciacijo 
limfocitov T v tip Th17. DC ne moremo gojiti kot trajno celično linijo, zato smo pripravili 
primarne celice iz celic kostnega mozga. 
Analize na BMDC so vključevale: 
 preverjanje površinskih označevalcev zorenja, ki so značilni za zrele DC. Zanimala 
nas je prisotnost površinske molekule CD11c. 
 določitev relativne količine mRNA provnetnih citokinov Il6, Il23, Il1b, Tgfb in Tnfa 
z metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo v realnem času (qPCR-RT) 
 merjenje koncentracij provnetnih citokinov, in sicer: IL-6, IL-23, IL-1β, TGF-β in 
TNF-α. Citokine smo želeli detektirati tako v supernatantu kot tudi lizatu celičnih 
kultur DC s testom ELISA. 
4.3.1 Diferencirani BMDC izražajo kostimulatorne molekule CD11c  
Kot je opisano v poglavju 3.2.8.1 smo iz kosti miši izolirali celice kostnega mozga in jih 
nacepili v medij RPMI-1640 + 20 % FBS (v/v) in 1 % (v/v) penicilina/streptomicina. Začetna 
koncentracija celic iz kostnega mozga je bila 1 × 106 celic/mL. Diferenciacija je potekala 
sedem dni z dodanim mišjim rastnim dejavnikom GM-CSF. Tako kot je opisano v poglavju 
3.2.10, smo z barvanjem površinskih molekul s konjugiranimi fluorescenčnimi protitelesi 
preverjali uspešnost diferenciacije celic v BMDC. S pretočno citometrijo smo preverjali 
izražanje površinskega označevalca zorenja, – t. j. CD11c. 
 
Diferencirane BMDC so močno izražale kostimulatorno molekulo CD11c (Slika 11). 
Prisotnost omenjene kostimulatorne molekule lahko sicer opazimo tudi na drugih celicah, 
kot so monociti, granulociti, podenoti celic B in makrofagih, ki jih med našim raziskovalnim 
delom nismo uporabljali. 
41 
Erjavec K. Diferenciacija limfocitov T s stresnimi zunajceličnimi vezikli.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
Slika 11: Analiza izražanja CD11c na diferenciranih DC, izoliranih iz KM C57BL/6 miši. 
Celice smo označili z monoklonskim protitelesom proti-CD11c s konjugiranim fluorescenčnim barvilom 
Alexa Fluor 488. Oranžen histogram prikazuje fluorescenco površinskega označevalca CD11c, moder 
diagram prikazuje fluorescenco celic, barvanih s pripadajočo izotipsko kontrolo, rdeči histogram pa prikazuje 
fluorescenco nebarvanih celic (negativna kontrola). Prikazan je en poskus od treh.   
4.3.2 Spremembe v izražanju genov BMDC po stimulaciji s sEV 
Ker nas je zanimalo, ali sEV lahko stimulirajo izražanje določenih genov provnetnih 
citokinov ter kemokinov, udeleženih v različnih funkcionalnih poteh imunskega odziva, smo 
BMDC stimulirali s sEV.  
 
BMDC smo šest ur stimulirali s sEV (5 µg/mL ali 10 µg/mL) ali S-LPS (50 ng/mL), ki je 
služil kot pozitivna kontrola. Iz celic smo izolirali mRNA in jo prepisali v cDNA. Rezultate 
reakcije qPCR smo ovrednotili z uporabo primerjalne metode 2 –ΔΔCt in jih izrazili kot faktor 
aktivacije glede na kontrolo (nestimulirane celice). Relativna količina mRNA (faktor 
aktivacije) provnetnih citokinov Il6, Il1b, Tgfb in Tnfa je prikazana na Sliki 12.  
 
LPS in sEV sta aktivirala BMDC po podobni transkripcijski shemi, vendar z rahlo 
drugačnimi transkipcijskimi vzorci. Ob stimulaciji s sEV in LPS pride do povečanja v 
izražanju vseh testiranih provnetnih citokinov Il6 (Slika 12A), Il1b (Slika 12B), Tnfa (Slika 
12C), ki naj bi sodelovali tudi pri diferenciaciji limfocitov T v tip Th17. Stimulacija s sEV 
in LPS ni imela učinka na izražanje Tgfb (Slika 12D). 
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Slika 12: LPS in sEV aktivirajo izražanje provnetnih genov v BMDC.  
BMDC smo šest ur stimulirali s sEV (5µg/mL), sEV (10 µg/mL) ali LPS (50 ng/mL) kot pozitivno kontrolo. 
Relativne količine mRNA provnetnih citokinov Il6, Il1b, Tnfa in Tgfb so izražene kot faktor aktivacije v 
primerjavi z nestimuliranimi (kontrolnimi vzorci). Rezultati so bili normalizirani z izražanjem gena Gapdh. 
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh tehničnih ponovitev ± SD. 
V makrofagih ob stimulaciji s sEV, ne pa z LPS, so opazili, da pride do izražanja gena za 
IL-23 (Ha in sod., v objavi). Pokazali so, da so za to odgovorni oksidirani lizofosfolipidi, ki 
so prisotni v sEV, in da je ta aktivacija odvisna od TLR4. Zanimalo nas je, ali lahko sEV 
aktivirajo tudi izražanje Il23 v BMDC, kar bi bilo zelo pomembno za nadaljnjo 
diferenciacijo naivnih celic T CD4 + v efektorske celice T tipa Th17.  
 
V ta namen smo BMDC šest ur stimulirali s sEV (5 µg/mL ali 10 µg/mL) ali LPS (50 ng/mL), 
ki je služil kot pozitivna kontrola. Postopek smo izvedli enako kot pri Sliki 12. Relativna 
količina mRNA provnetnega citokina Il23 je prikazana na Sliki 13. 
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V nasprotju z makrofagi sta LPS in sEV aktivirala izražanje Il23 v BMDC. Opazno je od 
koncentracije odvisno povečano izražanje Il23, vendar je to bistveno večje v primeru 
stimulacije s sEV kot z LPS.  
 
Slika 13: LPS in sEV aktivirajo izražanje Il23 v BMDC. 
BMDC smo šest ur stimulirali s sEV (5µg/mL in 10 µg/mL) ali LPS (50 ng/mL) kot pozitivno kontrolo. 
Relativno količino mRNA provnetnega citokina Il23, izraženo kot faktor aktivacije v primerjavi z 
nestimuliranim (kontrolnim vzorcem), smo določili z metodo qPCR. Rezultati so bili normalizirani z 
izražanjem gena Gapdh. Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh tehničničnih ponovitev ± SD. 
4.3.3 LPS in sEV inducirajo sproščanje citokinov iz BMDC 
Da bi potrdili rezultate, ki smo jih pridobili s testom qPCR, smo koncentracije provnetnih 
citokinov, ki se izločijo iz celic, določili v supernatantih kultur BMDC, predhodno 
stimuliranih s sveže izoliranimi sEV ali LPS. S testom ELISA smo določili koncentracije 
citokinov v vzorcih gojišč, v katerih so rasle predhodno stimulirane celice.  
 
BMDC smo stimulirali osem ur s sEV (10 µg/mL) ali LPS (10 ng/mL), in sicer z namenom 
detekcije citokina IL-23. Za detekcijo ostalih citokinov je stimulacija trajala dlje časa, to je 
šestnajst ur za detekcijo citokinov TNF-α, TGF-β, IL-1β in IL-6. Za kontrolo smo vzeli 
gojišče, v katerem so rasle nestimulirane celice. V posamezni luknji smo gojili različno 
število BMDC, glede na citokine, ki smo jih želeli detektirati. Za določanje koncentracij 
TGF-β in IL-23 smo na ploščo s 96 luknjicami nasadili 5 × 105 celic, za določanje 
koncentracij IL-1β, IL-6 in TNF-α pa manj, in sicer 2 × 105 celic. 
 
Slika 14 prikazuje izmerjene koncentracije provnetnih citokinov v supernatantih celičnih 
kulturh po 8- ali 16-urni stimulaciji DC. Rezultati so prikazani kot aritmetične sredine 
koncentracij citokinov TNF-α, TGF-β, IL-23, IL-1β in IL-6 s standardnimi odkloni (Slika 
14). Rezultati potrjujejo rezultate, dobljene z metodo qPCR. Daleč največ smo detektirali 
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citokina IL-6 (Slika 14B). V visokih koncentracijah smo izmerili tudi druge provnetne 
citokine IL-23, TNF-α in IL-1β (Slika 14A-E). Omembe vredno je tudi dejstvo, da 
stimulacija DC s sEV bistveno poveča izločanje IL-23 in IL-1β v gojišče kot pri celicah, 
tretiranih z LPS (sliki 14A in 14E). Enako, kot tudi ne z metodo qPCR, nam ni uspelo 
detektirati citokina TGF-β v supernatantu BMDC. 
 
Slika 14: Koncentracije provnetnih citokinov v supernatantih BMDC, stimuliranih s EV in LPS.  
BMDC smo stimulirali s sEV (10µg/mL) ali LPS (10 ng/mL) osem ur za detekcijo IL-23, ali šestnajst ur za 
detekcijo TNF-α, TGF-β, IL-1β in IL-6. Kontrolno skupino predstavljajo nestimulirane celice. Količino 
provnetnih citokinov smo določili z metodo ELISA. Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh tehničnih 
ponovitev poskusa ± SD. ND – pod mejo detekcije 
Izražanje genov na nivoju mRNA smo merili po šestih urah stimulacije. Ker je aktivacija 
signalizacijskih poti časovno odvisna, včasih ne uspemo detektirati vseh sprememb. To bi 
se lahko zgodilo tudi v primeru TGF-β. Nekateri citokini za izločanje potrebujejo tudi kakšen 
dodaten signal, zato smo se odločili, da poskušamo detektirati TGF-β še v lizatu celic po 
šestnajstih urah stimulacije. Preostanek celic po šestnajst urni stimulaciji smo lizirali s 
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pufrom RIPA in dodatkom ustrezno redčenega koktejla inhibitorjev proteaz. Tako 
pridobljene celične supernatante smo pred nanosom ustrezno redčili (1 : 1.25; 1 : 2; 1 : 12 in 
1 : 20) ter jih analizirali s testom ELISA. Dobljeni rezultati so prikazani na Sliki 15 kot 
povprečje meritev z določenimi standardnimi odkloni. 
 
Minimalno količino citokina TGF-β v lizatu celic smo detektirali samo v primeru stimulacije 
z LPS, vendar je bil tudi standardni odklon meritev visok. Stimulacija s sEV v nobenem 
primeru ni imela učinka na sintezo citokina TGF-β. Lahko rečemo, da stimulacija DC tako 
z LPS kot tudi sEV ne povzroči sinteze citokina TGF-β. 
 
Slika 15: Koncentracije citokina TGF-β v supernatantu in celičnem lizatu stimuliranih BMDC. 
BMDC smo šestnajst ur stimulirali s sEV (5 µg/mL ali 10 µg/mL) ali LPS (50 ng/mL). Po končani 
stimulaciji smo celice lizirali. Kontrolno skupino predstavljajo nestimulirane celice. Količino TGF-β smo 
določili z metodo ELISA. Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh tehničnih ponovitev poskusa ± SD.  
ND – pod mejo detekcije  
4.4 IZOLACIJA NAIVNIH LIMFOCITOV T CD4+ IZ VRANICE IN NJIHOVA 
DIFERENCIACIJA V EFEKTOSKE CELICE TIPA TH17  
Ker nam je uspelo na BMDC pokazati, da sEV, ki se sprostijo po oksidativnem stresu, lahko 
stimulirajo sintezo in izločanje vseh pomembnih citokinov, razen TGF-β, ki sodelujejo pri 
diferenciaciji naivnih limfocitov T, smo izolirali in poskušali optimizirati postopek izolacije 
naivnih limfocitov T CD4+ glede na absolutni izplen, čistost in sposobnost diferenciacije v 
tip Th17 s pomočjo kokulture DC.  
 
Vranice smo obdelali, kot je opisano v poglavju 3.2.12.1. Suspenziji celic smo dodali koktajl 
protiteles, ki so na magnet vezala ostale populacije celic, torej smo izvedli negativno 
selekcijo. Čistost izolirane populacije naivnih CD4+ celic T smo potrdili z vezavo 
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monoklonskega protitelesa proti-CD4, konjugiranega s fluorescentnim barvilom FITC. Nivo 
izražanja označevalca CD4 na površini izoliranih naivnih CD4+ celic T smo določili s 
pomočjo analize na pretočnem citometru (Slika 16). 
 
Slika 16: Analiza izražanja CD4 na naivnih limfocitih T CD4+, izoliranih iz vranic C57BL/6 miši. 
Reprezentativna slika analize izolacije naivnih limfocitov T CD4+ s pretočnim citometrom. Celice smo 
označili z monoklonskim protitelesom proti-CD4-FITC. Moder histogram prikazuje fluorescenco 
površinskega označevalca CD4, rdeči histogram pa fluorescenco nebarvanih celic (negativna kontrola).  
4.4.1 Diferenciacija naivnih limfocitov T CD4+  
Diferenciacijo naivnih limfocitov T CD4+ smo spremljali preko merjenja koncentracije 
citokinov IL-17 in IL-2, saj nas je zanimalo, ali izolirani naivni limfociti T CD4+ 
diferencirajo v tip Th1 ali Th17. Z ELISO smo določili koncentracije citokinov v 
supernatantih kokultur BMDC, ki so stimulirane s sEV, in limfocitov T. 
 
Naivne limfocite T CD4+ smo diferencirali v celice Th17 s pomočjo kokulture BMDC. 
Poskušali smo optimizirati čas gojenja celic kot tudi število celic T CD4+, potrebnih za 
popolno diferenciacijo. Po podatkih v literaturi bi za to potebovali milijon celic, vendar smo 
jih ob sami izolaciji dobili bistveno manj. Uporabili smo različne gostote naivnih limfocitov 
T CD4+, ki smo jih nasadili na plošče ob dodatku ustreznega razmerja BMDC (1 : 10). Po 
enem tednu gojenja smo odvzeli celični supernatant ter ga z ELISO analizirali na morebitno 
prisotnost citokina IL-17. Z namenom boljše detekcije citokina IL-17 smo del celičnega 
supernatanta tudi skoncentrirali s pomočjo filtra Amicon Ultra 0.5. Koncentracijo citokina 
IL-17 v tako 4-krat koncentriranem celičnem supernatantu smo določili z ELISO . 
 
Koncentracije citokina IL-17, izmerjenega v supernatantih kokultur prikazuje Slika 17. 
Kokultura BMDC in naivnih limfocitov T CD4+ ni stimulirala sproščanja citokina IL-17. 
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Prav tako tudi stimulacija BMDC s sEV, bodisi 5 ali 10 µg/mL, ni povzročila sproščanja IL-
17. Čeprav smo v 4× koncentriranem celičnem supernatantu (Slika 17, desno) detektirali 
zelo nizke koncentracije IL-17, ni bilo razlik med nestimuliranimi in stimuliranimi celicami, 
zato težko govorimo o diferenciaciji v tip Th17. Iz rezultatov lahko zaključimo, da do 
diferenciacije naivnih limfocitov T CD4+ v efektorske celice T tipa Th17 ni prišlo tudi v 
primeru dodatne stimulacije s sEV. 
 
Slika 17: Izločanje citokina IL-17 v supernatante kokultur BMDC in limfocitov T CD4+. 
Kokulturo BMDC in limfocitov T CD4+ smo gojili en teden in jo vsak drugi dan stimulirali s sEV* (5 
µg/mL) ali s sEV** (10 µg/mL ). Po končanem gojenju smo del celičnega supernatanta 4-krat skoncentrirali 
s pomočjo filtra Amicon Ultra 0.5. Kontrolno skupino predstavljajo nestimulirani limfociti T CD4+. Količino 
IL-17 smo določili z ELISO. Stolpični grafikon je prikaz povprečja dveh tehničnih ponovitev poskusa ± SD. 
ND – pod mejo detekcije 
Diferenciacijo naivnih celic T CD4+ ob kokulturi z BMDC smo spremljali tudi preko 
merjenja koncentracije citokina IL-2 v supernatantu celic, saj nas je zanimalo, ali izolirane 
naivne celice T CD4+ mogoče diferencirajo v tip Th1. Dobljeni rezultati so prikazani na 
Sliki 18. 
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Slika 18: Izločanje citokina IL-2 v supernatante kokultur BMDC in limfocitov T CD4+.  
Kokulturo BMDC in limfocitov T CD4+ smo gojili en teden in jo vsak drugi dan stimulirali s sEV (5 
µg/mL). Kontrolno skupino predstavljajo nestimulirane celice T CD4+. Količino IL-2 smo določili z ELISO. 
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja dveh tehničnih ponovitev poskusa ± SD. ND – pod mejo detekcije 
Kokultura BMDC in naivnih limfocitov T CD4+ ne povzroči sproščanja citokina IL-2 v 
supernatant. Prav tako tudi stimulacija BMDC s sEV ne spremeni količine IL-2 (Slika 18). 
Rezultati kažejo, da naivne celice T CD4+ ob kokulturi z BMDC in dodatni stimulaciji s 
sEV ne diferencirajo v tip Th1.  
 
Z namenom boljše detekcije želenih citokinov, predvsem IL-17, smo poskušali optimizirati 
čas in tudi način gojenja celic v kokulturi z BMDC. Kokulturo smo pri različnih celičnih 
koncentracijah gojili 10 ali 14 dni ob hkratnem preverjanju oblike in velikosti celic. Če so 
se pojavili skupki celic, smo sklepali, da je potekla proliferacja. Rezultati dveh načinov 
gojenja vsakič s sveže izoliranimi naivnimi celicami T CD4+, so prikazani na Sliki 19. 
Poskus smo ponovili z istim vzorcem BMDC in sEV. 
 
 Prvi način gojenja celic:  
V celični kulturi 2 × 105 celic/mL naivnih celic T CD4+ smo gojili kokulturo BMDC v 
ustreznem razmerju 1 : 10. Celice smo stimulirali z dodatkom proti-CD3/proti-CD28 
mikrokroglic v razmerju 1 : 3, ki so sprožile aktivacijo in proliferacijo mišjih T celic. Celice 
smo stimulirali še z dodatkom 10 µg/mL sEV. Po petih dneh smo celice ponovno stimulirali 
z mikrokroglicami proti-CD3/proti-CD28 in sEV. Enak postopek ponovne stimulacije smo 
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ponovili čez dva dni. Po 10 dneh gojenja smo odvzeli celični supernatant ter detektirali IL-
17 z ELISO. 
 
 Drugi način gojenja celic:  
V celični kulturi 1.5 × 105 celic/mL naivnih celic T CD4+ smo gojili kokulturo BMDC v 
ustreznem razmerju 1 : 10. Celice smo stimulirali z dodatkom proti-CD3/proti-CD28 
mikrokroglic v razmerju 1 : 3. Celice smo stimulirali še z dodatkom 10 µg/mL sEV. Po enem 
tednu gojenja smo zamenjali izrabljeno gojišče s svežim ter celice gojili še nadaljnjih pet 
dni. Celice smo ponovno stimulirali z mikrokroglicami proti-CD3/proti-CD28 in sEV. Po 
14 dneh gojenja smo odvzeli celični supernatant ter detektirali IL-17 z ELISO. 
 
Slika 19: Izločanje citokina IL-17 v supernatante kokultur BMDC in limfocitov T CD4+. 
A) Rezultat 10-dnevnega gojenja kokulture BMDC in limfocitov T CD4+ ob stimulaciji s sEV (10 µg/mL) in 
dveh ponovnih stimulacijah s sEV (10 µg/mL). B) Rezultat 14-dnevnega gojenja kokulture BMDC in 
limfocitov T CD4+ ob stimulaciji s sEV (10 µg/mL) in eni ponovni stimulaciji po petih dneh s sEV (10 
µg/mL). Kontrolno skupino predstavljajo nestimulirane celice T CD4+. Količino IL-17 smo določili z 
ELISO. Stolpčni grafikon je prikaz povprečja dveh tehničnih ponovitev poskusa ± SD 
V primeru 10-dnevnega gojenja celic (Slika 19A) je prišlo do izločanja citokina IL-17 v 
supernatant, vendar ni opaznega povečanja v sami koncentraciji glede na negativno kontrolo. 
Kokultura BMDC ni vplivala na sproščanje citokina IL-17 v supernatant. Prav tako tudi 
dodatna stimulacija s sEV ni spremenila raven citokinskega izločanja. 
 
Pri 14-dnevnem gojenju kokulture BMDC in naivnih limfocitov T CD4+ se kaže trend 
minimalnega naraščanja koncentracije citokina IL-17 (Slika 19B). Medtem ko je pri 
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negativni kontroli količina IL-17 ostala enaka, je stimulacija s sEV nekoliko povečala 
izločanje IL-17, kar je verjetno premalo, da bi lahko govorili o uspešni diferenciaciji celic T 
v tip Th17. 
 
Da bi ugotovili, če je mogoče kaj narobe s samim protokolom diferenciacije ali z izoliranimi 
naivnimi limfociti T CD4+, smo diferenciacijo v tip Th17 izvedli s pomočjo kompleta 
reagentov CellXVivo Mouse Th17 Cell Differentiation. Diferenciacijo smo izvedli po 
navodilih proizvajalca, ki predvideva vsaj 40 % diferenciacijo celic Th17 znotraj začetne 
populacije naivnih celic T CD4+.  
 
Začetna populacija naivnih celic T CD4+, ki smo jo uporabili za nasaditev na ploščo s 96 
luknjicami, je bila 1,1 × 105 celic/mL. Celice smo gojili pet dni ter nato supernatant Th17 
diferenciranih limfocitov T CD4+ analizirali na morebitno prisotnost citokina IL-17. 
Vzporedno smo določili tudi koncentracijo citokina IL-2, obe s pomočjo ELISE. 
 
Rezultati diferenciacije limfocitov T CD4+ so prikazani na Sliki 20. Supernatant Th17 
diferenciranih celic T kažejo zelo nizko koncentracijo izločenega IL-17, zgolj nekaj pg/mL 
(Slika 20A). Citokina IL-2 v istem celičnem supernatantu sploh nismo detektirali (Slika 
20B). Rezultati kažejo, da nam ni uspelo optimizirati protokola za diferenciacijo celic T v 
tip Th17. 
 
Slika 20: Izločanje citokinov IL-17 in IL-2 v supernatante Th17 diferenciranih celic T CD4+. 
Mišje naivne limfocite T CD4+ smo pet dni diferencirali pod Th17 diferenciacijskimi pogoji. Količino 
citokinov IL-17 in IL-2 v supernatantantih Th17 diferenciranih celic T CD4+ smo določili z ELISO. Stolpčni 
grafikon je prikaz povprečja dveh tehničnih ponovitev poskusa ± SD. ND – pod mejo detekcije 
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5 RAZPRAVA 
sEV, ki se sprostijo ob oksidativnem stresu, so pomembni elementi komuniciranja med 
bližnjimi in oddaljenimi celicami, ker prenašajo različne bioaktivne molekule, oksidirane 
fosfolipide in proteine, avtoantigene, provnetne citokine in prokoagulatorje. sEV so bili vzeti 
pod drobnogled predvsem zaradi njihove vpletenosti v veliko oksidativno pogojenih bolezni 
(Kuo in Jia, 2017; Yarana in Clair, 2017). V odzivih na oksidativni stres lahko modulirajo 
pro- kot tudi protivnetne signalne poti receptorjev TLR, CLR in inflamasomov. 
Predvidevajo, da so hidro(pero)ksidirani PL, ki so prisotni v samih sEV in predstavljajo 
endogene agoniste TLR4 (Manček-Keber in sod., 2015), ključni aktivatorji izražanja mRNA 
Il23 v makrofagih (Ha in sod., v objavi). Nedavne raziskave jim pripisujejo tudi vlogo 
pozitvivnih regulatorjev antioksidativnih genov, inhibitorjev vnetno signalne kaskade preko 
Nrf2-odvisnih (Bretscher in sod., 2015) in neodvisnih mehanizmov (Muri in sod., 2020), 
imunosupresorjev ter imunomodulatorjev pridobljenega imunskega sistema, predvsem v 
smeri različnih efektorskih povezav limfocitov T (Mauerhofer in sod., 2016). 
 
Več raziskav je pokazalo na vlogo efektorskih limfocitov T tipa Th17 v kroničnih boleznih, 
ki so povezane z oksidativnim stresom (npr. avtoimunskih bolezni centralnega živčnega 
sistema in sklepov, kot so RA, luskavica, MS, Chronova bolezen (Babaie in sod., 2018), 
astma, diabetes tipa I, cistična fibroza in ateroskleroza (Miossec in Kolls)), zato nas je 
zanimalo, ali lahko sEV sodelujejo oziroma poganjajo samo diferenciacijo limfocitv T v tip 
Th17, predvsem posredno preko aktivacije najpomembnejših APC, t.j. dendritičnih celic. V 
predstavljeni raziskavi smo se zato osredotočili na vlogo sEV v diferenciaciji naivnih 
limfocitov T CD4+. Uspešno smo izolirali TLR4 stimulatorne sEV, ki se sprostijo ob 
oksidativnem stresu, induciranem s kalcijevim ionoforjem A23187 iz človeških 
embrionalnih celic HEK293. Ker oksidirani lizoPL znotraj sEV, ne pa ligand LPS, 
stimulirajo prepisovanje mRNA nekaterih vnetnih citokinov, predvsem Il23 v makrofagih, 
smo se odločili hipotezo testirati na primarni liniji BMDC. Kokulturo BMDC in naivnih 
limfocitov T CD4+ smo nato uporabili za in vitro diferenciacijo limfocitov T. Namen naše 
raziskave je bil ovrednotiti izražanje in izločanje citokinov celic tipa Th17, predvsem IL-17, 
na vzorcu naivnih limfocitov T CD4+, za kar je bila potrebna tudi optimizacija pogojev 
izražanja z namenom boljšega izkoristka. Če bi nam uspelo potrditi hipotezo, bi takšni sEV 
lahko prispevali k razjasnitivi okolja in mehanizmov diferenciacije Th17, posledic aktivacije 
v odnosu do kroničnih bolezni ter načinov njihove inhibicije. 
 
Rezultati raziskav kažejo, da sEV predstavljajo fizološko relevantne endogene signale 
prirojenega imunskega odziva, ker se tvorijo in so sproščeni pod različnimi patološkimi 
pogoji. Zanimalo nas je, ali aktivacijo receptorskega kompleksa TLR4/MD-2 zaznamuje 
razlika v signaliziranju s sEV v primerjavi z LPS, naravnim ligandom za receptorski 
kompleks TLR4/MD-2. Z uporabo DLS smo preverili velikost veziklov v vzorcu. Detektirali 
smo tako eksosome kot mikrovezikle; številčno so prevladovali eksosomi (Slika 9B). 
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Aktivacija TLR4 je selektivna ter odvisna od MD-2, tako ob signaliziranju z LPS kot tudi s 
sEV. Do aktivacije pride samo v primeru, ko celice izražajo tako TLR4 kot tudi MD-2, ne 
pa tudi v celicah, ki izražajo samo TLR4 v odsotnosti MD-2 (Slika 10). Kljub 
nenadomestljivosti TLR4 pri signaliziranju z LPS in sEV smo ugotovili, da je potreba po 
dodatni kostimulatorni molekuli, proteinu MD-2, res nujna.  
 
Aktivacija receptorskega kompleksa TLR4/MD-2 je koncentracijsko odvisna po stimulaciji 
s sEV. Naraščajoča koncentracija sEV potencira aktivacijo receptorskega kompleksa (Slika 
10), čeprav je v primerjavi z močno potentno molekulo LPS bistveno slabša. Ker gre za 
endogene ligande, ki sodelujejo pri kroničnih boleznih, je slabši odziv pričakovan in 
dobrodošel, saj bi v nasprotnem primeru lahko prišlo do razvoja podobnih stanj, kot jih 
povzroča LPS (npr. septični šok). Glede na izsledke raziskav (Ha in sod., v objavi) naj bi 
TLR4 agonistično aktivnost povzročale oksidirane komponente fosfolipidov, natančneje 
lizoPL znotraj sEV, kot posledica sinergističnega delovanja 12/15-lipoksigenaze (12/15-
LO), ki oksidira nenasičene acilne verige na 15 C atomu, in fosfolipaze A2 (PLA2), ki 
hidrolizira eno acilno verigo, da nastane lizoPL. Lipoksigenaze veljajo za povezovalni člen 
med oksidativnim stresom ter patofiziološko vlogo TLR4 (Manček-Keber in sod., 2015). 
Zadnje raziskave kažejo, da MD-2 v svoj hidrofobni žep veže tudi 15-LO oksidirane 
holesterolne estre, prevladujoče komponente v ateroskleroznih lezijah in krvi 
kardiovaskularnih bolnikov, kjer stimulirajo adhezijo monocitov na endotelijske celice 
(Choi in sod., 2016). Zanimivo, paklitaksel, protirakavo zdravilo in agonist mišjega MD-
2/TLR4, z indukcijo enakega vnetnega odziva kot sEV dodatno potrdi dejstvo, da nekateri 
ligandi lahko aktivirajo drugačen imunski odziv kot LPS, čeprav ciljajo isti receptor 
(Kawasaki in Kawai, 2014). 
 
Citokin IL-23 ni edini citokin, odgovoren za tip Th17. K diferenciaciji naj bi prispevali tudi 
citokini IL-6, IL-1, TGF-inTNF-α, zato smo v nalogi testirali izločanje slednjih iz 
BMDC, ki smo jih stimulirali s sEV. LPS in sEV sta aktivirala BMDC po podobni 
transkripcijski shemi, vendar z rahlo drugačnimi transkripcijskimi vzorci. Po stimulaciji z 
LPS in s sEV, ki vodita v močno aktivacijo NF-kB, se je povečalo izražanje provnetnih 
citokinov IL-6, IL-1, IL-23 in TNF-, ne pa tudi TGF-, katerega izražanje je časovno 
pogojeno (Anderson in sod., 2016). Ker se nekatere signalizacijske poti lahko aktivirajo 
kasneje, je možno, da bi šele daljše časovno okno, 24-/48-/72-urna stimulacija v primerjavi 
s 16-urno, omogočala detekcijo TGF-. Nekateri citokini za izločanje potrebujejo dodaten 
signal, zato bi morda dodatna stimulacija z IFN-γ in TNF-α usmerila BMDC k izločanju 
TGF- (Thepmalee in sod., 2018). Zmanjšano izražanje TGF- v BMDC vpliva tudi na 
sposobnost usmerjanja diferenciacije naivnih limfocitov T CD4+ v efektroske povezave, 
predvsem provnetnih celic tipa Th1 in citotoksičnih limfocitov T CD8+.  
 
IL-1 se sintetizira kot prekurzor proIL-1, ki je nadalje aktiviran in sproščen s pomočjo 
kaspaze-1 oz. -11 (McKenzie in sod., 2006). Kaspaza-1 se aktivira s predhodno aktivacijo 
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inflamasoma NLRP3 (Chu in sod., 2018), medtem ko LPS lahko neposredno, če vstopi v 
celico, aktivira kaspazo-11 in nekanonično pot inflamasoma NLRP3 ter tako omogoči 
cepitev proIL-1 (Kagan in sod., 2006; Zanoni in sod., 2009). Na nivoju RNA so LPS in 
sEV močno povišali izražanje Il1b, a se je veliko več citokina izločilo po stimulaciji s sEV. 
Medtem ko je nizka količina izločenega IL-1 po stimulaciji z LPS pričakovana glede na 
literaturo, saj manjka signal za aktivacijo inflamasoma NLRP3, je izločanje IL-1 po 
stimulaciji s sEV zelo presenetljivo. Iz literature lahko vidimo, da oksidirani PL kratkih verig 
(POVPC, PGPC, PAPC), ki ne aktivirajo TLR4 (Oskolkova in sod., 2010), v DC aktivirajo 
nekanonično pot NLRP3 preko kaspaze-11 (Zanoni in sod., 2009; Chu in sod., 2018) in 
potencirajo sproščanje provnetnih citokinov IL-1β, IL-6 in TNF-α. Kratki oksidirani PL so 
pogosto prisotni, kadar je vpleten oksidativni stres, zato je velika verjetnost, da so prisotni v 
sEV.  
 
Med številnimi provnetnimi citokini, ki jih izločajo aktivirane APC ob stimulaciji s patogeni 
in ligandi TLR, je provnetni citokin IL-23, okarakteriziran z vitalno vlogo v perifernih tkivih 
kože, gastrointestinalnega trakta in pljuč. Ha in sod. (v objavi) so opazili od sEV, ne pa tudi 
od LPS, odvisno izražanje gena za Il23 v makrofagih. Pokazali so, da so za to odgovorni 
oksidirani lizoPL, ki so prisotni v sEV. Tudi Serbulea in sod. (2018) predlagajo oksidirane 
PL, kot ene izmed aktivatorjev transkripcije Il23, predvsem na račun signalizacije z 
receptorjem TLR4. V nalogi smo ugotovili, da sEV aktivirajo transkripcijske faktorje, 
odgovorne za izražanje in izločanje citokina IL-23 tudi v BMDC, s čimer smo potrdili 
zastavljeno hipotezo. Rezultat je pomemben, saj dendritične celice predstavljajo 
najpomembnejše APC. Poleg tega je IL-23 ključni sprožilec in regulator celično 
posredovane imunosti. V nasprotju z makrofagi je prišlo do manjšega izločanja IL-23 tudi 
po stimulaciji z LPS. V stimuliranih BMDC smo s qPCR detektirali podenoto IL-23 p19, ki 
je edinstvena za IL-23, medtem ko bi bila detekcija podenote IL-12/IL-23 p40 lahko razlog 
sproščanja tudi bioaktivne oblike IL-12, glavnega citokina v diferenciaciji IFN-γ 
producirajočih Th1 celic (Kikly in sod., 2006). Kljub skupni podenoti je danes jasno, da ima 
IL-23 edinstveno vlogo v regulaciji imunosti. Številni agonisti TLR (LPS, CpG, PolyI:C) v 
zrelih DC inducirajo izražanje p40, p35 in p19, kar rezultira v sproščanje bioaktivnih oblik 
IL-12 in IL-23 že nekaj ur po okužbi (Kawasaki in Kawai, 2014). Zgodnje izločanje IL-23 
je pomembno z vidika usmerjanja lokalnih imunskih odzivov, obenem je pomemben 
regulator vnetnih kroničnih in avtoimunskih bolezni, kot so RA, IBD, luskavica in rakava 
obolenja (Stritesky in sod., 2008). 
 
Ker so DC ene najpomembnejših APC, nas je zanimalo, če so sposobne po stimulaciji s sEV 
izločati zadostno količino citokinov za diferenciacijo efektorskih celic T tipa Th17. Prva pot 
začetne diferenciacije mišjih celic tipa Th17 zahteva prisotnost citokina TGF-β in IL-6, kot 
tudi signalizacijske poti proteina STAT3. Poleg tega ugotavljajo, da celični tip Th17, 
podobno kot tipa Th1 in Th2, zahteva dodatne, rodovno specifične transkripcijske faktorje, 
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v tem primeru RORα in RORγt, katerih izražanje inducirata citokina TGF-β in IL-6, ki sta 
prisotna v naivnih celicah T (Miossec in Kolls, 2012).  
 
Danes imamo veliko globlji vpogled v samo molekularno regulacijo in signalizacijske poti 
IL-23 ligand-receptorskega kompleksa. Ob interakciji receptorske podenote IL-12Rβ1 ter 
sekundarnega proteina, edinstvenega za IL-23 signalziranje, IL-23Rα, se aktivira signalna 
kaskada kompleksa JAK-STAT za aktivacijo imunskega odziva v smeri limfocitov Th17. Z 
vezavo na IL-12Rβ1 se lahko aktivira tudi imunski odziv v smeri limfocitov Th1 (Kikly in 
sod., 2006). IL-23 naj bi bil ključni citokin, ki skupaj z IL-1β usmerja diferenciacijo fenotipa 
Th17 (Miossec in Kolls, 2012). Kljub temu nekateri raziskovalci ne pripisujejo vloge 
omenjenemu citokinu. Surendar in sod. (2019) so pokazali, da sta za popolno diferenciacijo 
potrebna zgolj IL-6 in TGF-β1. Rizk in sod. (2019) so v svojih raziskavah pokazali, da tako 
IL-6, TGF-β1 kot tudi IL-1β vplivajo na diferenciacijo omenjenega fenotipa. Dodatno je za 
in vitro diferenciacijo mišjih Th17 potreben dodatek proti-IFN-γ, proti-IL-4, proti-CD25 in 
proti-CD122 protiteles, medtem ko je diferenciacija humanih Th17 odvisna od dodatka 
proti- CD28 protiteles, IL-6, IL-1β, TGF-β1 in tudi IL-23. 
 
Kljub nasprotujočim si podatkom smo se odločili, da bomo v magistrski nalogi ovrednotili 
diferenciacijo naivnih limfocitov T CD4+,  na račun citokinov, ki se sproščajo iz stimuliranih 
BMDC. To je bila naša druga hipoteza. Diferenciacijo smo spremljali preko merjenja 
koncentracije citokina IL-17 in IL-2, saj nas je zanimala njihova diferenciacija v tip Th17 
ali Th1. Stimulacija naivnih limfocitov T CD4+ s kokulturo BMDC, ki so bili stimulirani s 
sEV,  ni povzročila sproščanja IL-17, ki zaznamuje tip Th17, niti IL-2, ki zaznamuje tip Th1, 
s čimer smo ovrgli našo hipotezo. Vzrokov za neuspešno diferenciacijo je lahko več. 
Predvidevamo, da je količina provnetnih citokinov, ki se izloči iz stimuliranih BMDC, 
prenizka, in ne zadošča za uspešno diferenciacijo celic Th17. Najpomembnejši je verjetno 
ta, da sEV niso stimulirali izražanje TGF-. TGF- ima poleg inhibitornih tudi stimulatorne 
vplive na proliferacijo in diferenciacijo naivnih limfocitov T CD4+, odvisno od stopnje 
diferenciranosti in njihovega citokinskega mikrookolja. To je povezano z regulacijo navzdol 
po signalni poti receptorja za TGF-β (Anderson in sod., 2016; Rizk in sod., 2019; Surendar 
in sod., 2019). Kot smo že navedli zgoraj, bi daljša stimulacija ali prisotnost drugih citokinov 
npr. IFN- in TNF- preko povratne zanke lahko vplivala tudi na izločanje TGF-. Izločanje 
TNF- iz BMDC smo potrdili in ta bi lahko deloval nazaj na izražanje TGF-, nismo pa 
preverjali izločanja IFN-.  
 
Ker so pri diferenciaciji pomembne tudi celične interakcije, smo poskušali spodbuditi 
diferenciacijo s podaljševanjem časa inkubacije in z restimulacijami BMDC s sEV. Da bi 
lahko zaznali morebitne nizke koncentracije IL-17, smo supernatante skoncentrirali. Čeprav 
smo v 4 × koncentriranem celičnem supernatantu (Slika 19, desno) detektirali zelo nizke 
koncentracije IL-17, ni bilo razlik med nestimuliranimi in stimuliranimi celicami. Prav tako 
dodatna stimulacija s sEV ni povzročila sproščanja IL-17 kot tudi ne IL-2 (Slika 20). 
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Ugotavljamo, da se naivne celice T CD4+ v kokulturi z BMDC in dodatni stimulaciji s sEV 
niso zmožne diferencirati niti v tip Th17 niti v tip Th1. 
 
Spreminjali smo tudi čas gojenja celic v kokulturi z namenom vplivati na količino nastalega 
citokina IL-17 kot tudi IL-2. V primeru 10- dnevnega gojenja celic je prišlo do pojava 
skupkov celic, kar nakazuje dejstvo, da je verjetno potekala proliferacja. Obenem je prišlo 
tudi do zelo majhnega izločanja citokina IL-17 v supernatant (Slika 19A). V nasprotju, 14-
dnevno gojenje kokulture BMDC in naivnih limfocitov T CD4+ že kaže trend minimalnega 
naraščanja koncentracije citokina IL-17 (Slika 19B) ob prisotnosti sEV. Po primerjavi 
količine izločenega citokina IL-17 med posameznimi časi gojenja so bile razlike 
zanemarljivo majhne, zato verjetno nerelevantne. Mnoge raziskave sicer kažejo časovno 
odvisno izločanje citokinov, vendar v krajšem časovnem obsegu, v povprečju štiri dni. 
Dodatna stimulacija s sEV nekoliko poveča izločanje IL-17, kar je verjetno premalo, da bi 
lahko govorili o uspešni diferenciaciji celic T v tip Th17.  
 
Da bi preverili pravilnost postopka dela, smo diferenciacijo izvedli s pomočjo kompleta 
reagentov CellXVivo Mouse Th17 Cell Differentiation. Tudi v tem primeru je prišlo do 
izločanja zelo nizke koncentracije IL-17, zgolj nekaj pg/mL (Slika 20A), kar nakazuje, da bi 
bila potrebna še nadaljna optimizacija samega postopka diferenciacije npr. povečanja števila 
celic, ali višja koncentracija sEV za stimulacijo. Ker gre pri izolaciji naivnih limfocitov T 
CD4+ za negativno selekcijo, kjer s protitelesi označimo vse ostale celice razen naivnih 
limfocitov T CD4+, bi to lahko privedno do nižje čistosti izoliranih naivnih limfocitov T 
CD4+. Do napak je lahko prišlo tudi pri štetju izoliranih naivnih limfocitov T CD4+, kar bi 
imelo za posledico neustrezno gojitveno razmerje v kokulturi BMDC in naivnih limfocitov 
T CD4+, stimuliranimi z monoklonskimi protitelesi, vezanimi na površino mikrokroglic. 
Glede na izkušnje raziskovalcev, ki za popolno diferenciacijo naivnih limfocitov T CD4+ 
predvidevajo milijon celic, smo jih z optimiziranim protokolom dela pridobili največ pol 
milijona, kar bi bil lahko še dodaten razlog, da nam ni uspelo vzpostaviti diferenciacije. 
 
V naši raziskavi smo uspešno izolirali zunajcelične vezikle, ki se sprostijo ob oksidativnem 
stresu, ter z njimi potrdili izločanje citokinov iz BMDC. Potrdili smo izločanje provnetnega 
citokina IL-23 iz zrelih BMDC, stimuliranih s sEV, ki pa skupaj z ostalimi citokini niso bili 
zmožni diferenciacije naivnih celic T CD4+ v efektorske celice tipa Th17 pod našimi pogoji.  
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6 SKLEPI  
Iz pridobljenih rezultatov je mogoče zaključiti, da je ozadje delovanja sEV zelo kompleksno 
in bo potrebno v študijah preizkusiti še kar nekaj hipotez, preden bo popolnoma razkrita 
njihova vloga pri usmerjanju pridobljenega imunskega odziva. V našem raziskovalnem delu 
smo spremljali vlogo sEV pri diferenciaciji limfocitov T, predvsem preko IL-23/Th17 poti.  
 
1. sEV, ki predstavljajo fiziološko relevantne endogene signale prirojenega imunskega 
odziva, vplivajo na signaliziranje dejavnika transkripcije NF-B v transficiranih celicah 
HEK293T, ki izražajo receptor TLR4 in kostimulatorno molekulo MD-2, ne pa tudi v 
odsotnosti MD-2. 
 
2. Ob stimulaciji BMDC s sEV pride do prepisovanja mRNA in tudi do izločanja IL-23 ter 
nekaterih drugih citokinov, kot so IL-6, IL-1 in TNF-, s čimer smo potrdili prvo hipotezo. 
Rezultat je pomemben predvsem z vidika DC kot enih izmed najpomembnejših APC. Pri teh 
koncentracijah sEV nismo opazili izražanja mRNA Tgfb, kot tudi ne njegovega izločanja. 
Opažene spremembe v izražanju genov so posledica signalizacije preko NF-κB, ki se sproži 
ob aktivaciji receptorjev družine TLR, kot verjetno tudi nekanonične aktivacije preko 
kaspaze-11. 
 
3. Stimulacija naivnih limfocitov T CD4+ v kokulturi BMDC ne povzroči sproščanja IL-17, 
ki zaznamuje tip Th17. Drugo hipotezo smo tako ovrgli. Glede na rezultate ugotavljamo, da 
količina citokinov, ki se izloči iz BMDC, ne zadošča za uspešno diferenciacijo celic Th17. 
Prav tako ne pride do izločanja IL-2, kar pomeni da naivni limfociti T CD4+ niso 
diferencirali v tip Th1. 
 
4. Dodatna stimulacija s sEV in daljši čas gojenja v kokulturi sta nekoliko povečala izločanje 
IL-17, kar je verjetno premalo, da bi lahko govorili o uspešni diferenciaciji celic T v tip 
Th17. 
 
Natančen molekularni mehanizem delovanja sEV na diferenciacijo limfocitov T tako ostaja 
še deloma neraziskan. V prihodnje bodo za njegovo razjasnitev potrebne dodatne raziskave, 
predvsem v smislu aktivacije samega mehanizma, posledic aktivacije v odnosu do kroničnih 
bolezni, ter načinov njegove inhibicije. 
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7 POVZETEK 
Pacienti s poškodbami, invazivnimi operacijami, terapijami proti raku in presaditvijo 
organov, kot tudi bolniki s kronično vnetnimi boleznimi, proizvajajo množico signalov 
nevarnosti in visok nivo provnetnih in protrombotičnih posrednikov, kar je posledica 
oksidativnega stresa. Človeški organizem se na oksidativni stres, ki poganja sterilno vnetje, 
odzove z mehanizmi prirojene imunosti, ki ga sproži prepoznavanje molekul oziroma 
strukturnih motivov, značilnih za poškodovano tkivo, t. i. DAMP. Posledica tega odziva je 
tudi sproščanje stresnih zunajceličnih veziklov (sEV), glavnih akterjev medceličnega 
komuniciranja, preko katerih celice odstranjujejo oksidirane molekule, ki predstavljajo 
DAMP. Čeprav vse celice pri normalnih fizioloških pogojih izločajo vezikle, se njihova 
količina v stresnih pogojih (hipoksija, sevanje, oksidativne poškodbe, apoptoza) še dodatno 
poveča.  
 
K sami prepoznavi oksidiranih bioloških komponent fosfolipidov, DNA, lipoproteinov, 
znotraj sEV, največ doprinesejo signalizacijske poti prirojene imunosti, ki vključujejo 
receptorje TLR, CLR in inflamasome. Najbolj znani in okarakterizirani med njimi so TLR-
ji, izraženi bodisi kot transmembranske beljakovine na celični membrani ali v endosomalnih 
kompartmentih, ki sicer v osnovi prepoznavajo različne mikrobne motive. Ker lahko sEV 
prenašajo molekule, ki se tvorijo ob oksidativnem stresu v celicah, imajo tako različne 
učinke na prejemniške celice; kot pozitvini regulatorji antioksidativnih genov, inhibitorji 
vnetno signalne kaskade preko Nrf2-odvisnih in neodvisnih mehanizmov, nenazadnje tudi 
kot imunosupresorji in imunomodulatorji. Nedavne raziskave jim pripisujejo pomembno 
vlogo pri usmerjanju pridobljenega imunskega odziva, predvsem na račun dosledne 
aktivacije in usmerjanja zorenja DC, ki nato vodijo imunski odziv limfocitov T CD4+ v 
smeri efektrorskih povezav tipa Th1, Th2 ali Th17. 
 
V raziskovalnem delu smo spremljali razlike pri signaliziranju s sEV in endotoksinom S-LPS, 
v aktivaciji receptorskega kompleksa TLR4/MD-2, saj nas je zanimalo, ali imajo lahko 
omenjene razlike drugačen vpliv tudi na diferenciacijo limfocitov T. Čeprav endogeni 
ligandi delujejo preko istih receptorjev, smo ugotovili, da sprožijo aktivacijo TLR4/MD-2 z 
deloma različnim transkriptomskim vzorcem, kot je značilen za LPS. To je pričakovano, saj 
se vnetje pri kroničnih bolezni razlikuje od vnetja, ki ga povzroča okužba, kar ima za 
posledico tudi drugačen, slabši imunski odziv. V nasprotnem primeru bi lahko prišlo do 
razvoja podobnih stanj, kot jih povzroča LPS (npr. septični šok). Prav tako ugotavljamo, da 
je aktivacija TLR4 selektivna ter odvisna od MD-2, tako ob signaliziranju z LPS kot tudi s 
sEV. Predvidevajo, da prav hidro(pero)ksidirani fosfolipidi, ki so prisotni v samih sEV kot 
rezultat lipidne peroksidacije, predstavljajo endogene agoniste ene najbolj znanih 
receptorjev TLR, natančneje TLR4. Še več, raziskave kažejo, da so to oksidirani 
lizofosfolipidi, ki se lahko tvorijo ob sinergističnem delovanju 15-lipoksigenaze (15-LO) in 
fosfolipaze A2 (PLA2). Ti stimulirajo prepisovanje mRNA nekaterih vnetnih citokinov, 
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predvsem IL-23 v makrofagih, med raziskavo pa smo potrdili prepisovanje mRNA 
provnetnega citokina IL-23, in ostalih citokinov tudi v dendritičnih celicah, diferenciranih 
iz celic kostnega mozga ter stimuliranih s sEV. IL-23 igra pomembno vlogo v diferenciaciji 
limfocitov T, kljub temu pa to ni edini citokin odgovoren za tip Th17. V ta namen smo v 
nalogi testirali izločanje tudi ostalih, prav tako pomembnih citokinov: IL-6, IL-1β, TNF-α 
in TGF-β. Pri teh koncentracijah sEV smo potrdili izražanje in izločanje vseh omenjenih 
citokinov iz BMDC, razen TGF-β, ki ga nismo detektirali ne intra- ne inter-celularno.  
 
Ker vloga sEV pri diferenciaciji limfocitov T še ni popolnoma jasna, saj je v literaturi 
mogoče najti kar nekaj nasprotujočih si dokazov, smo to ovrednotili s pomočjo kokulture 
BMDC, natančneje preko IL-23/Th17 poti, kar je bil tudi cilj naše raziskave. Naivne 
limfocite T CD4+ izolirane iz vranice, smo gojili v kokulturi BMDC, stimuliranih s sEV. Na 
podlagi rezultatov smo ugotovili, da količina citokinov, ki se izloči iz BMDC, ne zadošča za 
uspešno diferenciacijo celic Th17, kot smo predpostavili. Prav tako ne pride do izločanja IL-
2, kar pomeni, da naivni limfociti T CD4+ niso diferencirali v tip Th1. Sledila je optimizacija 
časa gojenja celic v kokulturi z namenom vplivati na količino nastalega citokina IL-17 kot 
tudi IL-2. Ker so pri diferenciaciji pomembne tudi celične interakcije, smo poskušali 
spodbuditi diferenciacijo s podaljševanjem časa inkubacije in z restimulacijami BMDC s 
sEV. Glede na rezultate, sta dodatna stimulacija s sEV in daljši čas gojenja v kokulturi 
nekoliko povečala izločanje IL-17, a premalo, da bi lahko govorili o uspešni diferenciaciji 
celic T v tip Th17. Ugotavljamo, da naivne celice T CD4+ v kokulturi z BMDC in dodatni 
stimulaciji s sEV niso zmožne diferencirati niti v tip Th17 niti v tip Th1. Da bi preverili 
pravilnost postopka dela, smo diferenciacijo izvedli še s pomočjo kompleta reagentov 
CellXVivo Mouse Th17 Cell Differentiation. Tudi v tem primeru je prišlo do izločanja zelo 
nizke koncentracije IL-17, zgolj nekaj pg/mL, kar nakazuje, da bi bila potrebna še nadaljna 
optimizacija samega postopka diferenciacije naivnih limfocitov T CD4+. 
 
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo naslednje. Zunajcelični vezikli, ki se sprostijo ob 
oksidativnem stresu, s svojim imunomodulatornim delovanjem lahko sprožijo aktivacijo in 
zorenje dendritičnih celic, diferenciranih iz celic kostnega mozga. Še več, sEV aktivirajo 
izražanje in izločanje ključnih provnetnih citokinov iz BMDC, med drugim tudi IL-23. Kljub 
temu stimulacija naivnih limfocitov T CD4+ v kokulturi z BMDC, ne povzroči sproščanja 
IL-17, ki zaznamuje tip Th17. Potrebne so dodatne raziskave, ki bodo potrdile natančno 
vlogo sEV pri diferenciaciji limfocitov T, predvsem v smislu njihove aktivacije, posledic 
aktivacije, tudi v odnosu do kroničnih bolezni, ter načinov njihove inhibicije. Pridobljeni 
podatki lahko služijo kot osnova za nadaljnje raziskovanje mehanizma aktivacije po tej poti. 
V prihodnjih raziskavah tako predlagamo uporabo dodatnih stimulatornih molekul oz. 
citokinov ( npr. IL-6, TGF-β1, IL-1β, in tudi IFN-γ).  
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